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En 1950, étudiant la phagocytose in vitro de Treponema palli- 
dum, R. A. Nelson {4, 2, 8] mit en évidence le phénoméne de 
« Padhérence disparition » et montra que |’ « immune-adhérence » 
des germes aux globules rouges nécessite la présence de micro- 
organismes, d’anticorps spécifique, de complément et de globules 
rouges, et qu'il favorise la phagocytose. Il reconnut également 
que le phénoméne vaut pour d’autres bactéries et en particulier 
pour le staphylocoque. 

Ce phénoméne se déroulerait en deux temps : dans un premier 
temps ow l’on met a incuber a |’étuve 4 37° pendant dix minutes 
un mélange comprenant en proportions convenables d’une part 
du sérum a la dilution choisie apportant anticorps et complément, 
et d’autre part des staphylocoques (en suspension dans l’eau 
physiologique), il se formerait un complexe antigéne-anticorps- 
complément. Dans le deuxiéme temps, oti l’on ajoute les hématies 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 juin 1955. 
Annales de VInstitut Pasteur, t. 89, n° 3, 1955. 19 
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lavées correspondantes, il se produit, pendant une nouvelle incu- 
bation A 37° en cing minutes et grace au complexe précédent, 
l’adhérence des germes a la surface des hématies. 

En 1954, le phénoméne a été fixé au moyen de la cinémato- 
graphie en contraste de phase dans notre laboratoire par R. Robi- 
neaux et R. A. Nelson qui en ont fait étude dynamique. 

Nous avons ensuite poursuivi l’étude de son mécanisme. Nous 
devons tout d’abord signaler que, si l’on introduit simultanément 
bactéries, sérum (pourvu d’agglutinines et de complément) et 
hématies en un mélange mis a l’étuve 4 37°, les test effectués 
dans ces conditions sont, comme nous l’avons vérifié dans 
10 expériences, positifs exactement comme avec la technique de 
Nelson : en deux temps. 

Nous avons alors entrepris plusieurs séries d’expériences 
portant : 

1° D’une part, sur les rapports et le réle du complément et des 
anticorps dans les deux temps de la réaction ; 

2° D’autre part, sur le réle du support globulaire. 


J. — ROLE DES ANTICORPS ET DU COMPLEMENT 
DANS LE DEUXIEME TEMPS DE LA REACTION. 


a) Importance des agglutinines (1). — Nous avions remarqué 
au cours d’expériences préliminaires que les tests d’adhérence 
n’étaient positifs que si les sérums étaient faiblement dilués (1/5 
a 1/10). Ces taux sont bien inférieurs aux taux d’agglutination 
des sérums considérés vis-a-vis de la souche de staphylocoque en 
expérience, ce qui indique que la réaction ne se fait qu’en 
présence d’une forte quantité d’agglutinines. 

Pour le confirmer, nous avons absorbé les ageglutinines du 
sérum de 11 sujets (dont les sérums non traités et les hématies 
donnaient un test d’adhérence positif), puis éprouvé A nouveau 
les sérums, avec les mémes bactéries et les hématies. Les résultats 
furent constamment négalifs : dix fois sur onze l’immune-adhé- 
rence ne put étre mise en évidence ; dans le dernier cas elle fut 
trés douteuse (2). 


(1) Nous tenons & remercier ici particulisrement M. Pillet (de 1’Ins- 
titut Pasteur de Garches) de l’aide précieuse qu’il nous a apportée, 
tant par ses conseils que par la fourniture des souches titrées de 
staphylocoques, et de la part qu’il a prise personnellement aux 
recherches. 

(2) I) convient de noter que notre contréle d’absorption des agglu- 
tinines consistait en la constatation de l’absence d’agglutination 
macroscopique et qu’d plusieurs reprises nous avons pu constater la 
persistance de petits agglutinats microscopiques. 
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Les agglutinines semblent done & premiére vue nécessaires a la 
production de l’immune-adhérence (3). 

b) La présence d’agglutinines et de complément, libres dans le 
milieu, n’est pas indispensable a la fixation du complexe anli- 
géne-anticorps-complément sur les hématies. — Cette notion 
résulte de la série des expériences suivantes effectuées a partir 
d’un mélange initial de sérum (au 1/10) [pourvu de complément 
et d’agglutinines} et de staphylocoques en proportion adéquate 
a 37° durant dix minutes. 


1° MIsE EN PRESENCE DES HEMATIES AVEC LE MELANGE INITIAL 
SECONDAIREMENT DECOMPLEMENTE. — Le complément est secondai- 
rement détruit par chauffage au bain-marie du mélange a 56° 
pendant vingt minutes : les hématies sont alors ajoutées et le test 
est lu. 

Cette expérience répétée huit fois a donné chaque fois des 
résultats positifs superposables aux tests témoins faits d’une part 
selon Je schéma de Nelson, d’autre part avec des mélanges ot 
seules les bactéries étaient mises au bain-marie 4 56°. 


2° MISE EN PRESENCE DES HEMATIES, DE BACTERIES LAVEES ET DE 
SERUM DECOMPLEMENTE. — Le mélange initial est centrifugé, les 
bactéries du culot sont remises en suspension dans de leau 
physiologique et lavées trois fois ; le surnageant est mis au bain- 
marie a 56° pendant vingt minutes. Bactéries lavées, et surna- 
geant ainsi chauffé, sont remis en contact, puis les hématies sont 
ajoutées. 

Ici encore, l’expérience a été répétée huit fois, et il n’y a eu 
aucune modification par rapport aux tests témoins positifs effec- 
tués selon la technique usuelle. 


3° MIsE EN PRESENCE D’HEMATIES, DE BACTERIES LAVEES ET DE 
SERUM PRIVE D’AGGLUTININES. — Le mélange initial est centrifugé ; 
le culot bactérien lavé trois fois ; on absorbe les agglutinines du 
surnageant. Bactéries lavées et surnageant privé d’ageglutinines 
sont mélangés, puis on ajoute les hématies. L’expérience est 
répétée huit fois : ici encore, il n’y eut aucune modification par 
rapport aux tests témoins positifs. 


4° MIsE EN PRESENCE D’HEMATIES, DE BACTERIES LAVEES ET DE 
SERUM PRIVE D’AGGLUTININES ET DE COMPLEMENT. — Les bactéries 
lavées provenant du mélange initial sont remises en suspension 


(3) Ou une substance qui suit le sort des agglutinines dans les 
conditions de cette expérience. 
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au volume initial, avec du sérum décomplémenté et privé par 
absorption de ses agglutinines. - 
Quatre tests de ce type furent faits et trouvés positifs. 


5° Misr EN PRESENCE D’HEMATIES ET DE BACTERIES LAVEES (prove- 
nant du mélange initial), — Le mélange initial est centrifugé, le 
surnageant éliminé. Les bactéries lavées trois fois sont remises 
en suspension en eau physiologique au volume initial, et les 
globules rouges sont introduits dans cette suspension. 

Les 8 tests effectués dans ces conditions furent tous positifs. 

Il résulte de ces expériences, que le complément et les agglu- 
tinines n’interviennent que dans le premier temps du schéma de 
Nelson. Une fois le complexe antigéne-anticorps-complément 
constitué, ni le complément ni l’anticorps ne sont plus nécessaires 
a la production de la réaction de l’immune-adhérence. 

Le lavage des bactéries ne les débarrasse pas du complexe 
formé pendant les premiers temps de la réaction, et leur permet 
d’adhérer directement aux hématies en sérum physiologique. 


II. — ROLE DES ANTICORPS ET DU COMPLEMENT 
DANS LE PREMIER TEMPS DE LA REACTION. 


Pour élucider ce point, deux groupes d’expériences ont été 
faites. 

1° Mise en contact des bactéries et du sérum dépourvu d’agglu- 
tinines. — Nous avons mis a l’étuve dix minutes a 87° les bacté- 
ries et du sérum au 1/10 dont les agglutinines avaient été 
préalablement absorbées, et qui par conséquent ne contenait plus 
que le complément. [Le mélange est centrifugé, le surnageant 
rejeté. Le culot bactérien était lavé trois fois puis mis en contact : 

1° D’une part, avec du sérum non trailé au 1/10 et d’hématies 
(ce qui donnait chaque fois un test positif) ; 

2° D’autre part, avec un sérum décomplémenté (ne comprenant 
donc que des anticorps), ce qui donnait chaque fois un test 
négatif, 

L’expérience a été répétée huit fois avec des résultats iden- 
tiques. Elle indique qu’en labsence d’anticorps, le complément 
nest pas utilisé : il disparait de la surface des bactéries aprés 
lavage. L’addition secondaire d’anticorps ne peut donner un test 
positif, si lon n’ajoute pas de complément. 

2° Mise en contact des bactéries et du sérum décomplémente. 
— Les bactéries et le sérum décomplémentés sont mis A l’étuve 
4 87° durant dix minutes. Aprés centrifugation, les bactéries sont 
lavées, puis mélangées, d’une part avec le sérum frais et les 
hématies, ce qui donne un résultat positif ; d’autre part avec du 
sérum dont les agglutinines ont été préalablement absorbées ct 
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avec des hématies, ce qui donne un résultat négatif. Cette expe- 
rience a été répétée huit fois avec des résultats identiques. B & 

Mais son interprétation ne peut étre la méme que la précé- 
dente, a savoir: que l’agglutinine, n’ayant pas été utilisée hors 
de la présence du complément, a été rejetée par le lavage de ta 
surface bactérienne. Puisque le complément n’est nullement 
nécessaire a la fixation des agglutinines, il s’est donc formé un 
complexe agglutinogéne-agglutinine. 

Pourquoi la réaction ne se produit-elle pas lorsqu’on ajoute 
ultérieurement du complément et des hématies ? 

Trois mécanismes sont possibles. i 

1° On peut supposer que tout l’antigéne ayant été bloqué par 
les agglutinines dans le premier temps, |’adhérence ne peut plus 
se produire. 

Dans cette hypothése antigéne et anticorps seraient les mémes 
pour les deux phénoménes d’agglutination et d’adhérence. 

2° Mais il est possible que les antigénes responsables soient 
différents dans les deux cas, tout en comportant une fraction 
commune. 

L’anticorps se fixerait alors différemment sur les _bactéries, 
selon que le complément est absent ou présent. 

En l’absence de complément, c’est l’agglutination des bactéries 
qui est réalisée ; en présence de complément, c’est la formation 
sur la bactérie de complexe antigéne-anticorps-complément qui 
permet. secondairement l’adhérence aux globules rouges, l’action 
de ces trois constituants étant peut-étre nécessairement simultanée. 

3° On peut encore supposer que les deux réactions d’agglutina- 
tion et d’adhérence dépendent de deux systémes antigéne-anticorps 
différents. L’absorption des agglutinines pourrait faire disparaitre 
en méme temps l’anticorps spécifiquement responsable de l’adhé- 
rence. 

Telle est Vhypothése que nous soumettons actuellement au 
contréle expérimental. 


Ill. — R6éxe pu suprporT GLOBULAIRE. 


Trois séries d’expériences ont été faites pour modifier _ les 
propriétés de V’hématie, support de la réaction de Vimmune- 
adhérence. Chacune a comporté 8 tests avec 8 témoins positifs 
effectués avec des hématies normales. 

1° Lyse globulaire. — Elle a été faite avec l’eau distillée. Les 
8 tests ont été positifs. L’adhérence se fait done sur les stromas 
notion déja établie par Nelson, avec des hématies lysées par 
congélation et décongélation, 

2° Tannage. — Les hématies ont été tannées par la méthode de 
Borduas et Grabar [4]. L’adhérence disparait dans tous les eas. 
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3° Action des enzymes. — Nous avons utilisé de l’enzyme 
papainique, couramment utilisé pour la recherche des hémagglu- 
tinines irréguliéres, selon la technique de Dujarric de la Riviére 
-et Eyquem [5]. 

IL’adhérence est supprimée. 

L’action du tannage et de la papaine fait supposer que la sub- 
stance globulaire de surface responsable de l’adhérence est une 
protéine. 

Sa nature exacte reste A préciser; de méme sont inconnus Je 
mécanisme intime de l’adhérence du complexe bactérie-anticorps- 
complément aux hématies et les raisons qui font que certaines 
hématies pathologiques sont inaptes a recevoir le complexe. 
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ETUDE DE LA COLORATION DES BACILLES 
ACIDO-ALCOOLO-RESISTANTS PAR LE NOIR SOUDAN 


par R. CHAUSSINAND et M. VIETTE (*) 
(avec la collaboration technique de J. d’ HEROUVILLE.) 


(Institut Pasteur, Service de la Lépre) 


En 1949, Sheehan et Whitwell {6} ont publié une nouvelle 
méthode de coloration du bacille de Koch par le Noir Soudan B, 
méthode colorant seulement, d’aprés ces auteurs, les bacilles 
provenant de lésions d’un organisme humain ou animal, tandis 
que les bacilles de Koch prélevés dans des cultures, le bacille de 
Stefansky, le bacille de Hansen et les bacilles acido-résistants 
saprophytes restaient incolores. 

Bermann, reprenant ces travaux a Francfort avec le Noir 
Soudan BN, a montré qu’un certain nombre de souches de bacilles 
de Koch (80 p. 100 des souches dont cet auteur disposait) pou- 
vaient étre colorées, a condition d’effectuer préalablement une 
suspension des germes dans l’alcool absolu [4]. Poursuivant ses 
recherches au Service de la '‘Lépre de l'Institut Pasteur, cet auteur 
a pu colorer le bacille de Stefansky en procédant a plusieurs impré- 
gnations successives, séparées par un simple lavage a l’eau. En 
outre, parmi 15 souches de bacilles acido-résistants saprophytes, 
quelques-unes ont plus ou moins fixé le Noir Soudan BN. Par 


contre, aucune technique n’a permis de colorer le bacille de 
Hansen [2]. 


METHODE DE LA COLORATION PAR LE Nom Soupan. — 1° Préparation du 
colorant. — On dissout 50 cg de Noir Soudan dans 100 cm? d’alcool 
absolu et on laisse mtirir quarante-huit heures A la température du 
leboratoire. On mélange alors 7 volumes de cette solution-mére et 
3 volumes d’eau distillée. Aprés agitation, on filtre le mélange A deux 
reprises. 

2° Technique de coloration. — a) Des frottis humides de bacilles 
étalés sur lames sont fixés par le mélange de Carnoy ou & la flamme, 
aprés compléte dessiccation 4 l’air. Ces deux modes de fixation sont 
équivalents. Toutefois, si l’on emploie un liquide fixateur, il doit étre 
rejeté avant la coloration. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1955. 
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b) La lame est couverte avec la solution alcoolique 4 70 p. 100 de 
Noir Soudan, puis le colorant est enflammé. Il brdile lentement en 
émettant une flamme bleuatre. On lave A l’eau. 

c) Le dépét de colorant qui s’est formé sur les deux faces de la lame 
est enlevé par un lavage rapide a l’acétone. Ensuite, la différenciation 
est poursuivie en plagant pendant deux a cinq minutes la lame dans 
un récipient contenant de l’acétone. Une différenciation d’une durée 
de plus de six heures n’empéche pas la coloration du bacille de Koch. 

d) On lave a l’eau et on effectue, pendant dix A soixante secondes, 
une coloration de contraste avec une solution aqueuse 4 1 p. 100 de 
Pyronine ou de Safranine. On lave a l’eau et on séche la préparation 
au papier buvard. 


Nos essais ont porté sur le bacille de Koch (10 souches), le 
BCG, le bacille de Johne, le Mycobacterium marianum, le Myco- 
bacterium ulcerans, le bacille de Stefansky, le bacille de Hansen 
et sur 388 souches de bacilles paratuberculeux provenant, soit 
de la collection du Service de la Tuberculose de 1’Institut Pasteur, 
soit du Centre de Collection de Types Microbiens de Lausanne. 
Au cours de cette expérimentation, environ 1 000 préparations ont 
été étudiées. 

Les résultats que nous rapportons ont été obtenus avec le Noir 
Cérol B. Nous avons utilisé également le « Sudanschwarz BN », 
le « Fettschwarz HB » et le « Sudan Black B ». Ces quatre 
colorants nous ont donné des résultats sensiblement identiques. 
Le Noir Cérol provoque peut-étre une coloration légérement plus 
forte. 

Nous avons aussi cherché a utiliser le Noir Soudan en immer- 
geant les lames pendant des temps variant de quelques minutes 
a quarante-huit heures dans la solution alcoolique classique, 
additionnée ou non de 2 a 10 p. 100 d’acide phénique. L’acide 
phénique entrainant parfois la précipitation du colorant, nous 
avons également employé la solution tamponnée, proposée par 
Sheehan et Storey [5] pour colorer les granulations des leuco- 
cytes. Enfin, nous avons utilisé la solution alcoolique de Noir 
Soudan additionnée de Tween 80, a raison de X gouttes pour 
50 cm’, Les différentes préparations que nous venons d’indiquer 
ont également été employées, diluées a raison d’une partie de 
colorant pour six parties d’eau, en couvrant les lames avec ces 
solutions et en chauffant, comme dans la technique de Ziehl. Dans 
ces différents essais, la décoloration a été faite, soit par l’alcool, 
soit par l’acétone. 

Toutes ces tentatives de coloration de bacilles acido-résistants 
par immersion des lames dans le colorant ou par chauffage n’ont 
donné que des résultats médiocres. Les bacilles, qui se colorent 
d’une maniére satisfaisante par la technique classique, ne sont que 
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tres faiblement colorés. Les résultats obtenus avec les solutions 
additionnées d’acide phénique ou de Tween 80 sont particuliére- 
ment décevants. 

La technique de Sheehan et Whitwell, reprise par Bermann, 
est donc la seule recommandable pour la coloration par le Noir 
Soudan des bacilles acido-résistants. 

Toutefois, au cours de nos essais, nous avons observé que 
cette méthode ne donnait pas toujours des résultats rigoureuse- 
ment identiques. Le colorant est, en effet, plus actif lorsque la 
solution est préparée depuis au moins huit jours. Certaines solu- 
tions du méme colorant ne donnent un résultat satisfaisant 
qu’aprés quinze jours. D’autre part, la solution préte a l'emploi 
n’est utilisable que pendant deux ou trois mois. Différents essais 
entrepris avec des solutions conservées dans des flacons bouchés 
a l’émeri ou, au contraire, laissés ouverts n’ont pas montré de 
différences notables. ‘L’inégalité relative des résultats ne semb!e 
done pas provenir de l’évaporation de l’alcool de la solution de 
colorant. 

Comme coloration de contraste, la Safranine nous a paru préfé- 
rable 4 la Pyronine. En effet, la Safranine colore un plus grand 
nombre de bacilles de culture et, dans les frottis de produits 
pathologiques, elle colore mieux les tissus. 


Nous avons, en outre, essayé divers colorants du méme type. 
‘Le Brun Cérol ne colore pratiquement pas les bacilles acido- 
résistants. On n’observe que rarement quelques bacilles brun trés 
pale. Le Soudan I, le Soudan II, le Soudan III, le Soudan III BX, 
le Soudan G, |’Ecarlate de Biebrich et le Rouge Cérol ne donnent 
aucun résultat. 


BacILLe DE Kocu 


Les bacilles tuberculeux colorés par la méthode classique 
présentent un aspect granuleux. On distingue 4 4 6 granulations 
noires Ou gris noiratre, entourées d’une zone incolore. La zone 
colorée est de dimensions notablement inférieures a celles d’un 
bacille coloré au Ziehl-Neelsen. Les bacilles non imprégnés par 
le Noir Soudan sont généralement colorés en rose par la Pyronine 
ou la Safranine. 

Le bacille de Koch est fortement coloré en noir dans les produits 
pathologiques (crachats), fixés a la chaleur ou a l’alcool. On ne 
peut dire si certains bacilles sont colorés par la Safranine, les 
débris tissulaires étant eux-mémes colorés en rose. 

D’autre part, nous avons constaté que le bacille de Koch cultivé 
sur milieu de Loewenstein se colore par le Noir Soudan, que la 
fixation soit faite 4 la chaleur ou aprés mise en suspension dans 
alcool. Toutefois, la coloration est généralement moins intense 
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que celle des bacilles provenant de produits pathologiques. La 
proportion des bacilles colorés en noir varie suivant les souches 
de 10 a 50 p. 100. 

Des essais comparatifs, portant sur huit souches, aprés fixa- 
tion a la chaleur ou mise en suspension dans |’alcool, ont montré 
tantot des résultats identiques (4 souches), tant6t une coloration 
plus fréquente ou plus intense aprés mise en suspension dans 
Valcool (8 souches). Dans un cas, le résultat était plus satisfai- 
sant aprés fixation a la chaleur. Les résultats se sont d’ailleurs 
révélés inconstants. ‘La mise en suspension dans |’alcool ne semble 
done pas présenter une action trés importante. 

L’intensité et la fréquence de la coloration varient avec le 
milieu de culture. La culture sur Loewenstein se colore mieux 
que la cullure sur pomme de terre, mais moins bien que la culture 
en Dubos. 

Avec la souche H387Rv sur pomme de terre, on observe environ 
dix fois moins de bacilles au Noir Soudan qu’au Ziehl-Neelsen. 
Par contre, avec la souche cultivée en milieu de Dubos, les 
bacilles sont presque aussi nombreux au Noir Soudan qu’au Ziehl- 
Neelsen et sont plus fortement colorés que lorsqu’ils proviennent 
d’une culture sur pomme de terre. Mais les bacilles lavés a leau 
physiologique sont moins intensément colorés qu’avant le lavage 
et, s ils sont autoclavés puis lavés, la coloration est encore plus 
faible. Enfin, une culture récente (deux mois) se colore mieux 
qu'une culture datant d’un an. 

Sheehan et Whitwell estimaient que les lipides sudanophiles 
pouvaient étre supprimés par le traitement au tétrachlorure de 
carbone ou au chloroforme pendant trente minutes, au xylol 
pendant trois heures ou a l’alcool pendant huit heures [6]. Nous 
avons mis en suspension des bacilles tuberculeux (H37Rv) dans 
le toluéne, le xyléne, le benzéne, l’éther de pétrole et le chloro- 
forme pendant trois jours et nous n’avons pas noté de différences 
appréciables dans la colorabilité de ces bacilles par rapport aux 
témoins non traités. 

Ces auteurs admettent, d’autre part, que la coloration de Ziehl- 
Neelsen ne peut étre appliquée sur la lame colorée au Noir 
Soudan, car elle enléve le Noir Soudan, et, utilisée auparavant, 
elle empécherait la coloration au Noir Soudan. Nous avons 
constaté que si l’on pratique successivement ces deux colorations, 
la seule visible est celle qui est faite la derniére. On peut donc 
parfaitement, sur une lame colorée au Ziehl-Neelsen, appliquer 
le Noir Soudan afin d’étudier successivement, avec les deux 
méthodes, aspect des bacilles d’un champ préalablement repéré 
sur la lame. On observe ainsi que les bacilles ont un aspect 
granuleux avec le Noir Soudan, méme lorsqu’ils sont homogénes 
au Ziehl-Neelsen. Inversement, on peut appliquer la Fuchsine sur 
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une lame colorée d’abord au Noir Soudan et étudier l’aspect 
respectif au Ziehl-Neelsen des bacilles qui sont colorés par le 
Noir Soudan et de ceux qui ne le sont pas. Nous n’avons d’ailleurs 
pas nolé de différences en utilisant cette méthode comparative. 
Des bacilles d’un méme frottis, d’aspects trés différents au Noir 
Soudan, paraissent identiques au Ziehl-Neelsen. 

On doit signaler le cas particulier des bacilles de Koch INH- 
résistants. Rist a signalé que, dans certains cas, les bacilles 
développés en présence d’INH_ perdaient leur acido-alcoolo- 
résistance dans une proportion élevée [4]. Or, sur des frottis de 
deux de ces souches que cet auteur nous a procurées, tous les 
bacilles qui apparaissaient en bleu au Ziehl-Neelsen étaient forte- 
ment colorés par le Noir Soudan. Les bacilles acido-résistants 
des mémes frottis étaient colorés de facon moins intense et 
inégale, certains ne prenant pas le Noir, c’est-a-dire d’une maniére 
identique a celle des bacilles de la méme souche non soumis au 
contact de VINH. Toutefois, la colorabilité par le Noir Soudan 
ou acétono-résistance semble, en dehors de ce cas particulier, 
indépendante de l’acido-alcoolo-résistance, décelable par la colo- 
ration de Ziehl-Neelsen. 

Ainsi que l’ont dit Sheehan et Whitwell, le Noir Soudan n’est 
pas utilisable pour les préparations histologiques. Des coupes de 
poumon de souris inoculées avec du bacille de Koch ont été 
colorées, soit au Ziehl-Neelsen, soit au Noir Soudan. Alors que 
les préparations colorées & la Fuchsine montraient de nombreux 
bacilles, il n’a pas été possible d’en trouver avec le Noir Soudan. 
Les préparations colorées ont été réhydratées et colorées a nou- 
veau, celles qui l’avaient été au Noir, par la Fuchsine et inverse- 
ment. Chaque préparation a montré de nombreux bacilles lors- 
qu’elle était colorée au Ziehl-Neelsen, et n’en a montré aucun 
avec le Noir Soudan. 


BAcILLES PARATUBERCULEUX 


Les bacilles paratuberculeux sont colorés plus ou moins fré- 
quemment et intensément, selon les souches. 

Nous avons classé les différents bacilles étudiés suivant | inten- 
sité de leur coloration au Noir Soudan (voir p. 287). 

Les souches du premier groupe prennent fortement le Noir, 
trés peu de bacilles étant colorés par la Safranine. Notons parti- 
culiégrement le cas de la souche Pelligrini, qui s’est révélée la 
plus colorable. Contrairement au bacille de Koch et a tous les 
autres bacilles paratuberculeux étudiés, ces germes sont unifor- 
mément colorés, c’est-a-dire ne présentent pas de - granulations, 
et ont le méme aspect morphologique qu’au Ziehl, étant seule- 
ment un peu plus minces au Noir Soudan. 
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Le second groupe comprend des souches dont certains bacilles 
(60 a 80 p. 100) se colorent fortement par le Noir Soudan, les 
autres, uniquement par la Safranine. 

Le troisiéme groupe comprend les souches dont les bacilles se 
colorent faiblement par le Noir Soudan et en moins grand 
nombre (10 4 50 p. 100), les autres étant colorées par la Safranine. 
Dans ce groupe entrent des souches pathogénes (Bacille de Koch, 
Bacille de Johne, Myc. ulcerans), ainsi que le BCG. Notons que 
le Mycobacterium marianum fait également partie de ce groupe, 
ce qui constitue un argument de plus a considérer ce germe comme 
un bacille paratuberculeux {8}. 

Nous avons recherché dans quelle mesure la colorabilité par 
le Noir Soudan était liée a Vacido-alcoolo-résistance dans la colo- 
ration de Ziehl-Neelsen. Dix-huit souches de bacilles paratuber- 
culeux ont été suivies pendant un mois a partir de l’ensemen- 
cement. Quatorze d’entre elles étaient nettement acido-alcoolo- 
résistantes. La coloration au Noir Soudan donnait des résultats 
trés variables suivant les souches, mais la colorabilité par le Noir 
Soudan restait identique pour chacune pendant toute la durée de 
Vobservation. Pour quatre souches, on notait a la fois sur les 
frottis colorés au Ziehl des bacilles rouges et bleus. Au Noir 
Soudan, on obtenait pour trois souches des bacilles roses et 
d'autres gris ou gris noiratre. 

Mais, l’application successive de la coloration de Ziehl-Neelsen 
et de Noir Soudan, et inversement, n’a pas permis de trouver 
de relation entre l’acido-alcoolo-résistance et l’acétono-résistance. 
Pour lune des quatre souches, la souche Pelligrini, dont nous 
avons déja signalé qu’elle se colorait intensément au Noir Soudan, 
il n’a pas été trouvé non plus de différences entre les bacilles 
bleus et rouges au Ziehl. La colorabilité par le Noir Soudan est 
également indépendante de la vitesse de croissance. En effet, des 
souches de paratuberculeux se développant en trois ou quatre 
jours ou en douze a quinze jours peuvent étre fortement ou 
faiblement colorables. 


BaciLLE DE STEFANSKY 


La méthode de coloration par le Noir Soudan, telle que nous 
l’avons décrite, colore mal le bacille de Stefansky. Les bacilles 
sont gris pale pour la plupart. Quelques-uns, assez rares, sont 
gris noiratre ou noirs. Bermann a montré qu’en répétant les 
imprégnations, séparées par un simple lavage a l’eau, et en ne 
pratiquant le lavage et la différenciation par l’acétone qu’aprés 
la derniére imprégnation, on obtenait un résultat satisfaisant. 
Avec deux imprégnations, la couleur est plus intense pour la 
majorité des bacilles que l’on peut facilement observer sous forme 
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de granulations gris noiratre se détachant sur le fond. rose pale. 
Avec trois imprégnations, les bacilles sont tous identiques et ia 
couleur est plus intense. Des imprégnations supplémentaires ve 
modifient pas l’aspect de la préparation. 

On doit noter que le bacille de Stefansky ne se colore pas 
par la Safranine, que celle-ci soit appliquée seule ou aprés le 
Noir Soudan. 

Nous avons observé, en outre, que le Noir Soudan ne colore 
qu’une partie du bacille (granulations situées a Vintérieur du 
germe), tandis que, par la méthode de Ziehl, le corps des bacilles 
homogeénes est entidrement imprégné. Les granulations du bacille 
de Stefansky sont, comme celles du bacille de Koch et des autres 
bacilles acido-résistants, entourées d’une zone claire, qui n’est 
colorée ni par le Noir Soudan, ni par la Safranine. Mais, tandis 
que les granulations du bacille de Koch sont situées au centre 
de cette zone claire, qui dessine autour d’elles un espace symé- 
trique, celles du bacille de Stefansky sont parfois situées au bord 
de cette zone. 

Des bacilles de Stefansky provenant de lésions apparues chez 
le rat aprés le traitement par INH, et qu’une expérimentation 
ultérieure a montrés résistants a l’INH, se colorent de fagon 
identique a celle des bacilles n’ayant pas été en contact avec 
INH. D’ailleurs, au Ziehl, les bacilles sensibles ou résistants 
a INH se colorent également de facon identique. 


BaciLLe pE HaANnsEN 


Le bacille de Hansen n’est, pratiquement, pas colorable par 
le Noir Soudan, méme aprés six imprégnations. I] n’est pas 
colorable non plus par la Safranine. Sur les préparations, on voit 
seulement une zone claire, d’une surface légérement supérieure 
a celle du bacille coloré au Ziehl-Neelsen. 

Toutefois, dans quelques cas exceptionnels, nous avons vu de 
trés rares bacilles isolés et, dans un cas, une globie, trés faible- 
ment colorés en gris pale. Ces éléments ont été retrouvés au 
Ziehl-Neelsen apres repérage du champ microscopique. 

D’autre part, on doit signaler que, dans les frottis de lésions 
certains bacilles, qui ne sont pas situés sur le méme plan que 
Je reste de la préparation, apparaissent & l’immersion en noir 
uniforme (on ne voit pas de granulations). Mais on constate que 
ces bacilles ne sont pas nets avec la méme mise au point que fe 
reste du frottis, et, en faisant varier la vis micrométrique, ces 
éléments deviennent réfringents, Cela peut constitucr une cause 
d’erreur dans cette méthode de coloration. Le méme artéfact da 
a un effet doptique, a pu étre observé sur des frottis non colorés. 
Certains bacilles semblent noirs ou réfringents, suivant la mise 
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au point, le reste du frottis n’étant pas visible. Aprés coloration 
par le Noir Soudan, ces bacilles présentent le méme aspect, les 
autres germes, qui n’avaient pas été vus au microscope sans 
coloration, apparaissent en clair — c’est-a-dire en négatif — sur 
le fond rose. Dans la méme préparation, colorée ultérieurement 
au Ziehl, on ne note pas de différences appréciables entre les 
divers hacilles. Mais, sur des microphotographies de telles prépa- 
rations colorées au Noir Soudan, on constate également que ces 
bacilles, qui semblent faiblement colorés, sont flous et situés A un 
autre niveau que le reste du frottis. 

Bien que, par le procédé de coloration au Noir Soudan, les 
bacilles de Hansen restent, en totalité, incolores sur la grande 
majorité des préparations, le fait que, sur certaines lames, 
quelques trés rares germes apparaissent en gris pale ne permet 
pas de considérer cette méthode de coloration comme un test 
absolument précis de diagnostic bactériologique différentiel entre 
le bacille de Koch et agent pathogéne de la lépre, notamment 
quand les frottis ne contiennent que trés peu de germes. Néan- 
moins, on peut, pratiquement, toujours distinguer par le Noir 
Soudan les préparations de bacilles de Hansen de celles des autres 
germes acido-alcoolo-résistants. 


SOUCHES NON ACIDO-ALCOOLO-RESISTANTES 


Nous avons aussi essayé le Noir Soudan sur six souches non 
acido-alcoolo-résistantes : le Bacillus anthracis, le Pseudomonas 
aeruginosa, le Bacillus subtilis sont gris pale lorsqu’on applique 
le Noir Soudan seul et roses lorsque l’imprégnation par le Noir 
est suivie de la coloration de contraste par la Safranine. L’Esche- 
richia coli ne prend pas le Noir Soudan et est rose a la Safranine. 
Le Corynebacterium pseudo-diphtericum et le Corynebacterium 
xerose conservent, plus ou moins, une teinte grise ou gris 
noiratre. Mais les bactéries appartenant 4 ces souches sont impré- 
enées de facon uniforme, trés pale, et l’on ne distingue pas de 
granulations. 


CLASSEMENT DES BACILLES ACIDO-ALCOOLO-RESISTANTS 
ETUDIES EN FONCTION DE LEUR COLORABILITE PAR LE Notr SoUDAN 


I. — Souches dont les bacilles prennent forlement 
et en majorité le Noir Soudan, 
les autres bacilles étant colorés par la Safranine. 


Pelligrini ; Myc. parat. (28 Hauduroy) ; SAPG; Milch Moeller ; 
MP 13; S 20; de Souza Araujo II; de Souza Araujo III; By3. 
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Il. — Souches dont les bacilles prennent assez fortement 
et en majorité le Noir Soudan, 
les autres bacilles étant colorés par la Safranine. 


Pisciaire ; Myc. parat. du smegma (53 Hauduroy); Ny 14; 
Thomoff ; Saénz 19; Chaufour ; Wells. 


III. — Souches dont les bacilles prennent en minorilé 
et faiblement le Noir Soudan, 
la majorité des bacilles étant colorés par la Safranine. 


Plaw C1 (B. K.); Frankfurt (B. K.); Libourne (B. K.) ; Bré- 
vannes (B. K.); Congo (B. K.); Haur (B. K.); Peurois (B. K.) ; 
H387Rv (B.K.); Loew 12 (B.K.); Wapriére (B. K.); BCG; 
Johne; Myc. marianum; Myc. ulcerans; Seine; Ga32; de 
Souza Araujo I ; de Souza Araujo 1V ; Myc. parat. Souche Carton 
(16 Hauduroy); Myc. parat. Grenouille (17 Hauduroy); Mye. 
parat. T. 20 (85 Hauduroy) ; Myc. parat. s. Friedman (58 Hau- 
duroy) ; Myc. parat. (55 B. Hauduroy) ; H 11; Viper 27; L619; 
Boquet 1; H10; Kedrowsky ; Viper 28; Rabinovitsch; Tea ; 
Grassberger variété orange (550 Hauduroy); Crottin; Darier ; 
Myc. phlei. 


IV. — Souche ne prenant que faiblement le Noir Soudan 
et pas la Safranine. 

Stefansky. 

V. — Souche ne prenant, pratiquement, pas le Noir Soudan 
et pas la Safranine. 

Hansen. 


ConcLusIONS 


La coloration des bacilles acido-alcoolo-résistants par le Noir 
Soudan peut étre pratiquée en employant la méthode deécrite : 
solution alcoolique 4 70 p. 100 enflammée, décoloration a 
Vacétone. 

Cette coloration permet de mettre en évidence dans la plupart 
des bacilles acido-résistants étudiés, au besoin en répétant les 
imprégnations, la présence de granulations noires ou gris noiratre. 

Seul le bacille de Hansen n’est, pratiquement, pas colorable 
par cette méthode. 

Les bacilles non colorés par le Noir Soudan go tt colorables 
en rose par la Safranine en solution aqueuse a 1 p. 110, a Vexcep- 
tion du bacille de Stefansky et du bacille de Hansen. 
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On peut classer les bacilles acido-alcoolo-résistants suivant 
leur colorabilité par le Noir Soudan. Mais celle-ci est sans rapport 
avec l’acido-alcoolo-résistance, décelable par la méthode de Ziehl- 
Neelsen, ou la vitesse de croissance des bacilles. 

Bien que, par le procédé de coloration au Noir Soudan, les 
bacilles de Hansen restent, en totalilé, incolores sur la grande 
majorité des préparations, le fait que, sur certaines lames, 
quelques trés rares germes apparaissent en gris pale ne permet 
pas de considérer cette méthode de coloration comme un test 
absolument précis de diagnostic bactériologique différentiel entre 
le bacille de Koch et agent pathogéne de la lépre, notamment 
quand les frottis ne contiennent que trés peu de germes. Néan- 
moins, on peut, pratiquement, toujours distinguer par le Noir 
Soudan les préparations de bacilles de Hansen de celles des 
autres germes acido-alcoolo-résistants. 

En ce qui concerne particuliérement la léprologie, il ressort 
de cette étude que le Mycobacterium marianum peut étre classé 
parmi les bacilles paratuberculeux. Il semble, en effet, beaucoup 
plus proche du bacille de Koch que du bacille de Hansen. Le 
bacille de Stefansky peut étre considéré comme un germe inter- 
médiaire entre le bacille de Koch et le bacille de Hansen. Enfin, 
le bacille de Hansen occupe une place trés nettement a part dans 
le vaste groupe des bacilles acido-alccolo-résistants. 


«x 
x * . 
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SUR LA CONSERVATION ET LA DESTRUCTION 
DANS LES PEAUX DU VIRUS 
DE LA MYXOMATOSE DES LAPINS 


par H. JACOTOT, A. VALLEE et B. VIRAT (°) 
(Aide-technique : A. LE PRIOL). 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie Animale) 


L’action sur le virus de Sanarelli de plusieurs agents physiques 
et chimiques a été étudiée il y a longtemps déja, mais, a notre 
connaissance, on n’a pas recherché jusqu’a présent ce que deve- 
nait ce virus dans les peaux provenant de lapins myxomateux, 
non plus que les moyens de l’y détruire. Indépendamment de 
Vintérét propre qui s’attache aux notions de cet ordre, le pro- 
bléme revét une certaine importance économique dans les régions 
envahies par la myxomatose. C’est d’ailleurs pour répondre aux 
préoccupations des industries en cause que nous avons insiitué 
les expériences rapportées dans cette note. 


I. — PERSISTANCE DE LA VIRULENCE DES PEAUX RETOURNEES 
ET DESSECHEES PAR SIMPLE EXPOSITION A L’AIR. 


Nous nous sommes proposé de réunir quelques précisions sur 
la survie du virus de Sanarelli dans les peaux préparées a la 
maniére trés simple des petits éleveurs et qui consiste a les 
retourner, les remplir de paille et les suspendre a l’air. 

Les lapins myxomateux qui nous ont fourni ce matériel ont 
été, les uns dépouillés quelques heures aprés la mort naturelle, 
Jes autres sacrifiés en pleine évolution de la maladie par section 
sommaire des vaisseaux du cou, puis dépouillés. 

Le local en sous-sol dans lequel les peaux retournées ont été 
conservées était faiblement éclairé, modérément aéré dans la 
journée, mais trés peu la nuit, aprés la fermeture des portes. 
La température y était d’environ 15° les jours les plus froids et 
25° les jours les plus chauds, mais sans variations brusques. 

Périodiquement on prélevait des lambeaux de tégument, les 
passait au hachoir en ajoutant un peu d’eau physiologique, puis 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 mai 1955. 
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broyait le hachis au mortier avec du sable, et additionnait d’anti- 
biotiques ; aprés une demi-heure de contact on inoculait; le dos 
du Japin d’épreuve était épilé, puis scarifié et on le frictionnait 
énergiquement avec le broyat de peau. 

En régle générale, les lambeaux de peau employés a la détec- 
tion du virus étaient prélevés dans des régions lésées (voisinage 
immédiat de l’anus, de la base des oreilles, des orbites, dos 
{lapin 382]) ; dans plusieurs cas on a essayé de comparer, quant 
a Jeur teneur en virus, des territoires cutanés parfaitement, ou au 
contraire, incomplétement desséchés. 

‘Les investigations ont porté sur 10 peaux, dont 5 provenaient 
de lapins morts et 5 de lapins sacrifiés. Les prélévements ont été 
effectués dans des deélais allant de vingt et un jours (trois 
semaines) a deux cent cinquante et un jours (plus de huit mois). 

Des 10 lapins qui ont fourni les peaux, 6 avaient été infectés 
de myxomatose par inoculation sous-cutanée de virus, 3 par 
piqires de moustiques et 1 par friction du dos avec un broyat 
de peau virulente, aprés scarification (1). 

L’ensemble des essais a été condensé dans le tableau I. 

De l’examen de ce tableau quelques notions se dégagent : 

1° Les temps de survie enregistrés ont été de soixante-deux, 
soixante-quinze, quatre-vingt-deux, quatre-vingt-quinze, cent neuf, 
cent quarante et un et deux cent vingt jours ; les temps de survie 
réels dépassaient ces délais de dix a vingt jours vraisembla- 
blement. 

Sur trois peaux il est imposible de se prononcer ; tout ce que 
l'on peut dire d’elles c’est que lune (8594) n’était plus virulents 
apres trente-deux jours et les deux autres (839 et 404) apres 
soixante-quinze jours. 

2° Les peaux qui sont restées virulentes le plus longtemps pro- 
venaient d’animaux morts naturellement ; au contraire, celles qui 
ont perdu leur virulence le plus rapidement provenaient d’animaux 
sacrifiés. Le fait n’est pas sans intérét pratique : il doit étre rare 
qu’on mette dans le commerce des peaux d’animaux morts, parce 
qu’elles ont mauvais aspect et se desséchent moins bien que les 
peaux d’animaux sacrifiés et saignés. 

3° Il ne semble pas que la survie ait été influencée par les 
facteurs saisonniers et notamment par les variations de tempé- 
rature, d’ailleurs faibles, du local ot étaient conservées les 
peaux (voir sur ce point les n° 382, 8594 et 890). Mais il est 
probable que les résultats seraient autres avec un matériel main- 
tenu dans des conditions nettement différentes, par exemple 


(1) On trouvera les précisions concernant Ja transmission par des 
moustiques dans notre travail sur ce sujet : H. Jacotot, C. Toumanoff, 
A. Vallée et B. Virat, Ces Annales, 1954, 87, 477. 
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Tantrau I. — Durée de conservation des peaux (en jours). 
Résultats des épreuves et délais dans lesquels les lapins infectés 
sont morts. 


- inooulé 
8 érimentslement 


1 
Mort le 5.11.53 


ae - inooulé 

expcérimentslement 
1 

Sacrifié le 
10.12.53 


85 94 - inooulé 
expérimentalement 


¢ 
Saorifid le 
10.12.53 


294 = inooulé 
par moustiques 
Mort le 14.1.54 


1 = inooulé 
expérimentalement 


Saorifié le 16.1.4 
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Ssorifié le 
305054 


- inooulé 
~~ érimentalement 


ocooo 


Mort le 10.35.54 


= inooulé 
par moustiques 
Saorifié le 
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(1) Lapins inoculés par injection sous-cutanée. 
(2) Lapins inoculés par friction de la peau du dos scarifiée. 


a des températures constamment trés basses ou trés élevées, en 
milieu trés sec ou trés humide. 

4° Il est & remarquer que, quels qu’aient été les délais de 
prélevement aprés le dépouillement, la myxomatose a évolué 
dans la plupart des cas sous une forme et sur un rythme n’appe- 
lant pas d’observations ; les anomalies les plus marquées, et elles 
claient peu caractérisées, concernaient un échantillon de peau, 


fraiche (8594) et un échantillon prélevé aprés soixante-quinze 
jours (399), 
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5° Parmi les 32 lapins d’épreuve qui ont contracté la myxo- 
matose, lun a fait une maladie légére, spontanément curable, 
se traduisant essentiellement par |’évolution d’une douzaine de 
myxomes dorsaux qui se sont rapidement escarrifiés. Chez ceux 
dont la mort s’est produite avec quelque retard, la prolongation 
du processus portait, pour une faible part sur l’incubation ct 
pour le reste sur l’ensemble des manifestations objectives. 

Les lapins chez lesquels l’épreuve de détection du virus était 
restée négative ont été diment inoculés dans la suite avec du 
virus de Sanarelli ; ils ont alors contracté une myxomatose banale 


attestant qu’ils n’avaient pas été touchés antérieurement par le 
virus. 


En résumé, les peaux de lapins myxomateux retournées et aban- 
données a la dessiccation par le procédé communément employé 
peuvent conserver du virus pendant plusieurs mois. 

Le temps de survie le plus long que nous ayons enregistré a été 
de deux cent vingt jours pour les peaux d’animaux morts naturel- 
lement et de quatre-vingt-quinze jours pour les peaux d’animaux 
assommés et saignés en pleine évolution de la maladie. 

Des différences importantes s’observent d’une peau a l’autre 
mais, en tout état de cause, il conviendrait, selon nous, de ne 
considérer l’auto-stérilisation comme certaine que neuf ou dix 
mois seulement aprés le dépouillement de l’animal atteint ou 
suspect de myxomatose. 


Il. — Essais DE STERILISATION DES PEAUX PAR CHAUFFAGE. 


Ces essais ont été effectués sur des peaux retournées, remplies 
de paille puis suspendues a l’air ; une semaine aprés on en pré- 
levait un ou plusieurs lambeaux dans les régions présumées les 
plus riches en virus : voisinage de l’anus, des yeux, des oreilles, 
zones ou existaient des myxomes ou des cedémes. Ce matériel 
était divisé en plusieurs lots qu’on s’efforgait de composer de 
maniére A les rendre aussi semblables que possible les uns aux 
autres. Un premier lot était immédiatement soumis au broyage 
et le broyat employé a frictionner énergiquement les dos épilés 
et scarifiés de deux lapins; les autres lots étaient placés dans 
un autoclave ot on les portait a la température voulue ; ils en 
étaient retirés l’un aprés l'autre dans les délais choisis et 
employés a tour de réle a la préparation d’un broyat avec lequel 
on inoculait deux lapins comme il a été dit plus haut. 

Une premiére expérience portant sur 6 peaux nous a permis 
de constater que, dans le tégument, le virus du myxome résistait 
pendant plus de trois heures a la température de 60° en atmo- 
sphére non humidifiée (étuve séche); les 4 lapins qui ont été 
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employés a controler les échantillons chauffés ainsi pendant deux 
heures et les 4 lapins qui ont été employés 4 contréler les échan- 
tillons chauffés pendant trois heures ont contracté la myxomatose. 

Il nous a semblé de peu-d’intérét de poursuivre dans ce sens ; 

*nous nous sommes alors attachés a étudier les effets de la 
chaleur humide dans un autoclave dont le couvercle restait 
entr’ouvert. Une expérience portant sur trois peaux nous 
a montré que tous les lapins, au nombre de 14, traités avec des 
lambeaux cutanés chauffés ainsi 4 50 ou 55° pendant trente, 
soixante ou quatre-vingt-dix minutes, contractaient la myxoma- 
tose. 

Nous avons alors, en des esSais que nous grouperons dans les 
deux tableaux ci-dessous, recherché les effets du chauffage a 60° 
et a 70°. 

On remarquera que des variations trés grandes se sont mani- 
festées entre les diverses peaux, dans l’action de la chaleur ; elles 
traduisent probablement des différences de teneur en virus, 
d’ordre individuel, mais aussi des différences de texture du tégu- 
ment dans les lambeaux employés aux essais. 

Ceci dit, il ressort de examen du premier tableau (tableau IT) 
que, méme poursuivi pendant deux heures, le chauffage a 60° ne 
saurait garantir dans tous les cas la stérilisation des peaux. Nous 
préciserons cependant : 

1° Que le lapin 53 dont la peau est restée virulente aprés deux 
heures de chauffage, avait été inoculé massivement par friction 
dorsale avec un matériel tres virulent et que le fragment de peau 
sur lequel on a expérimenté se présentait dans un état qui n’est 
pas réalisé dans la nature ; 

2° Que la peau de l’angora qui a été stérilisée par un chauffage 
de soixante minutes provenait d’un animal porteur, comme tous 
les lapins 4 fourrure récemment épilés, de lésions cedémato- 
nodulaires massives formées naturellement et qui, précisément, 
ont été soumises a l’épreuve du chauffage. 

De la lecture du deuxiéme tableau (tableau HI) il se dégage que 
Ja virulence des peaux a cédé, dans tous les cas sauf un, au chauf- 
fage a 70° pendant quarante-cing minutes et dans tous les cas sans 
exception au chauffage & 70° pendant soixante minutes. C’est a 
celle température qu’il conviendrait, croyons-nous, de porter les 
peaux. 

On notera que, d’une maniére générale, Vinfection a évolué 
plus lentement chez les lapins qui avaient été traités par les 
broyats de peaux chauffées que chez ceux qui avaient été 
employés au controle de la virulence de ces peaux avant chauf- 
fage. Et c’est sur la période d’incubation qu’a porté la diffé- 
rence ; calculée sur l’ensemble des essais effectués aux tempé- 
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ratures de 55°, 60° et 70°, la durée moyenne de l’incubation a été 
de 3,1 jours avant chauffage et de 5,33 apres chauffage ; dans 
les mémes catégories, la durée moyenne des manifestations objec- 
tives de la maladie a été de 7,03 et 7,48 jours. L’accroissement 
de la période d’incubation a donc été de 72 p. 100, tandis que 
’accroissement de la période d’évolution clinique n’était que de 
6,4 p. 100. Ces variations de l’incubation dans le sens de la pro- 
longation pourraient étre imputées a la raréfaction progressive 
des unités virulentes dans les peaux soumises a l’action de la 
chaleur. Nous pensons qu’elles tiennent peut-étre, pour une part, 
a ce que, la chaleur humide provoquant une modification de la 


Tasteau IlIl- — Action de la chaleur humide a 70’. 


Lapinsd’ot prove— Epreuve avant Epreuve aprés Epreuve aprés Epreuve aprés 
naient les peaux chauffage 30 minutes 45 minutes 60 minutes 
1) 


G 47 - inoculé 
expérimentalement 
ak 


Sacrifié le 
31.12.54 


55 - inoculé 
expérimentale- 
ment (1) 
Sacrifié le 
14.1.55 


19 = inoculé 
expérimentale- 
ment (1) . 
Sacrifié le 
4.3.55 


g0 - inoculé 
expérimentale- 
ment (1) 
Sacrifié le 
4.3.55 


(Méme légende qu’au tableau II). 


structure des constituants de la peau, les particules virulentes 
s’y trouvent enrobées et ne peuvent pénétrer dans les tissus ou 
humeurs de leur nouvel héote qu’avec un certain retard. Et nous 
sommes amenés a émettre cette hypothése par les constatations 
faites, 4 moins grande échelle, il est vrai, dans les essais rap- 
portés plus haut ; aprés chauffage en atmosphére non humidifiée, 
a la température de 60°, méme pendant trois heures, la période 
d’incubation ne varie pas, ou trés peu ; et lorsqu’on expérimente 
avec des peaux conservées 4 la température du milieu pendant 
des mois, ce n’est pas sur la période d’incubation que porte 
l'accroissement de durée, mais sur l’évolution des troubles, chez 


les lapins d’épreuve dont la mort se produit avec un retard sen- 
sible. 
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III. — Cas DES PEAUX SOUMISES AU SECRETAGE. 


A la demande de la Fédération nationale de la Fourrure, nous 
avons effectué des essais en vue de rechercher si le traitement 
industriel auquel sont soumises les peaux destinées a la chapel- 
lerie y assure la destruction du virus de Sanarelli. Parmi les 
opérations que comporte ce traitement se place le « sécrétage » ; 
il consiste 4 brosser les poils adhérents 4 la peau avec une solu- 
tion d'un sel métallique (nitrate de mercure par exemple) dans 
un acide fort en excés (acide nitrique par exemple) en présence 
d'eau oxygénée ; aprés quoi les peaux sont séchées dans des 
étuves a 70° pendant cing heures. 

On pouvait présumer que le virus contenu dans les peaux ne 
survivrait pas a des actions aussi énergiques. C’est ce que nous 
avons constaté, et pour le montrer nous nous bornerons a rap- 
porter l’une de nos expériences. 

Le 18 décembre 1953, on sacrifie deux lapins myxomateux, 
n°* 263 et 264, qui lun et l’autre offrent le tableau classique 
de la maladie. Ils ont été inoculés par piqdres de moustiques 
neuf jours avant. On les saigne et les dépouille. Des lambeaux 
de peaux sont prélevés avec lesquels on frictionne énergiquement, 
chair contre cuir, la région dorsale épilée et scarifiée de 4 lapins 
d’épreuve. Ces 4 lapins contracteront une myxomatose dont ils 
mourront le 28. 

Immédiatement aprés le dépouillement, les peaux ont été étalées 
et tendues sur des planches, puis remises a l’industriel aux fins 
de sécrétage. Elles nous sont rapportées le 22. Des lambeaux 
sont prélevés sur chacune d’elles en des régions lésées, celles ou, 
semble-t-il, le virus avait le plus de chances de survivre. On 
hache puis broie au mortier en présence de sable ; 1 g du broyat 
est mis en suspension dans de l’eau physiologique additionnée 
de pénicilline et de chloromycétine ; la suspension est inoculée 
a un lapin d’épreuve ; le reste du broyat lui est administré per os. 
Un lapin est employé pour chaque peau. Les deux animaux restent 


Tasreau IV- — Effets du sécrétage. 


Lapins d’ouv Résultats de¢.épreuves sur lapins 
provenaient as - 
les peaux avant sectétage aprés secrétage 


= 
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indemnes ; dament réinoculés dans la suite avec du virus de 
Sanarelli, ils contracteront une myxomatose mortelle (tableau IV). 

Une expérience conduite de la méme fagon a porté sur des 
peaux provenant de lapins morts naturellement de la maladie. 
Elle a donné les mémes résultats. 


CoNCLUSIONS. 


Dans les peaux retournées puis abandonnées 4 la dessiccation 
4 lair libre par le procédé communément employé, le virus de 
la myxomatose des lapins est capable d’une longue survie ; dans 
les conditions ot! nous avons expérimenté, l’autostérilisation de 
telles peaux pourrait étre considérée comme effective dix mois 
apres Je dépouillement de |’animal. 

On peut admettre, d'une maniére générale, que le virus serait 
sirement détruit dans les peaux préparées de la méme maniére 
et qui, quelques jours aprés, seraient portées a la température 
de 70°, en atmosphére humide pendant une heure quinze. S’il 
était fait de cette notion une application industrielle, il convien- 
drait qu'on procéde a une vérification des résultats. 

Le sécrétage, qui est lune des opérations auxquelles sont 
soumises les peaux destinées a la chapellerie, assure, dans ces 
téguments, la destruction du virus de Sanarelli. 


ETUDE HUMORALE 
DE LA MALADIE SERIQUE EXPERIMENTALE DU LAPIN 


par M. GLEYE, G. SANDOR et J. LEVADITI (*) 


(Institut Pasteur) 


L’un de nous a signalé dans une bréve note que lors de Ja 
maladie sérique expérimentale du lapin, la fiche réticulo-endo- 
théliale se déplace fortement vers la région alcaline [4]. Depuis 
cette note, nous avons étudié les modalités de cette modification 
humorale et, entre autres, ses corrélations avec les données ana- 
tomo-pathologiques. 

TECHNIQUES. 


Nous n’avons utilisé que le sérum de cheval. Celui-ci, quoique 
fourni stérilement par notre service vétérinaire, est, avant 
Vemploi, filtré sur plaque d’amiante stérilisante. 

Comme il est de régle, seuls des lapins males, adultes, ont 
servi 4 ]’expérimentation. 

On provoque habituellement les modifications anatomo-patho- 
logiques caractéristiques de la maladie sérique (artérite, pancar- 
dite [2, 3}) en pratiquant deux injections intraveineuses massives 
de sérum 4 trois semaines d’intervalle et en sacrifiant le lapin 
dix a vingt jours aprés la deuxiéme injection [8, 4, 5]. Dans ces 
conditions les modifications humorales sont irréguliéres. Par 
contre, elles s’obtiennent trés réguli¢rement au bout d’un certain 
nombre d’injections intraveineuses massives pratiquées toutes les 
semaines [4]. Aussi, avons-nous toujours pratiqué celte séquence 
d injection. 

Les injections sont faites dans la veine marginale de l’oreille 
et, en. pratique, on ne désensibilise jamais avant les réinjections. 

On préléve le sang par ponction cardiaque avant les injections du 
sérum. Le sang est coagulé a la température du laboratoire, puis 
au bout de quelques heures le sérum est séparé par centrifugation. 

Les lapins sont sacrifiés aprés avoir regu de 4 a 6 injections 
intraveineuses hebdomadaires de sérum. Les organes prélevés sont 
fixés dans du Bouin-Brasil. Les coupes de foie, de rate, de 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 mai 1955. 
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poumon, de rein et de moelle osseuse ont été colorées par les 
méthodes histologiques classiques. 
Les fiches réticulo-endothéliales sont établies en modifiant 
légérement les conditions définies pour homme [6]. Au leu de 
0,84 ml de sérum, on en préléve 1,5 ml dans le cas du lapin 
dont le sérum contient bien moins d’euglobulines. De ce fait, la 
concentration de l’acide doit étre légérement augmentée. Pour 


LECTURE NEPHELOMETRIQUE 


Fic. 1. — Standard physiologique du lapin. 
On a figuré par des traits discontinus le standard de l'homme. 


Fic. 2. — Modifications de la fiche réticuio-endothéliale du lapin au cours de la 
maladie sérique. Le lapin recoit quatre injections. Les nombres se rapportent 
a Vinjection qui a suivi le prélévement de sang. Les lectures néphélométriques 
sont réduites proportionnellement 4 la hauteur du standard. 

Fic. 3. — Modifications de la fiche réticulo-endothéliale du lapin au cours de la 
maladie sérique. Le lapin recoit six injections. 1, avant la premiére injection ; 
2, avant la cinquiéme injection ; 3, ume semaine aprés la sixiéme injection. Les 
lectures néphélométriques sont réduites proportionnellement 4 la hauteur du 
standard. 


Fic. 4. — Il s’agit de l’expérience 4 laquelle se rapporte la fig. 3. 
Les lectures néphélométriques sont, ici, reproduites telles quelles. 


Vhomme on utilise HCl N/83 [6] et pour le lapin HCl N/77 (26 ml 
HCl N/20 p. 100). 

La fiche réticulo-endothéliale standard du lapin a été obtenue, 
comme celle de l’homme [7], en prenant le nfilieu, parmi les 


déviations extrémes, pour 56 lapins normaux. Ses paramétres sont 
les suivants : 


DHO wucecp cocmeewed 6 
A lecture.) aacseeeOnG 4 


(A lecture = différence entre la lecture néphélométrique donnée 
par le tampon contenant du sérum et celle donnée par le tampon 
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seul ; d’habitude nous admettons arbitrairement que cette derniére 
est égale a 6 p. 100 [6, 7] et c’est ainsi que le tracé du standard 
s’effectue [fig. 1].) 

Nous voyons que le sérum du lapin ne contient que 60 p. 100 
des euglobulines du sérum humain. D’autre part, sa fiche est trés 
fortement déplacée vers la région acide (voir aussi [8)). 

Le plus souvent, nous n’avons pas utilisé directement le stan- 
dard, puisque notre référence était la fiche du lapin avant le trai- 
tement, mais il est trés utile pour controler |’état d’un animal neuf. 
En outre, pour comparer les courbes, nous les avons toujours © 
réduites proportionnellement en prenant un maximum commun des 
turbidités [6, 7} qui est celui du standard, 20,5 p. 100. Trés exac- 
tement, dans ce cas, les courbes sont tracées de telle maniére 
que lorsque le maximum des ordonnées (turbidités) est évalué par 
20,5 umités de longueur, une unité de labscisse (pH) mesure 
50 unités de la méme unité de longueur. Le présent travail 
confirmera encore la signification physio-pathologique prévalenie 
de cette représentation proportionnelle [6] qui, en outre, conserve 
les conditions optima pour la comparaison des courbures [6]. 
Or, cette comparaison est capitale puisque la situation des maxi- 
mums est mal définie dans l’échelle des pH. 

Nous avons contrélé les données de la fiche réticulo-endothé- 
liale par l’électrophorése sur papier et, dans quelques cas, par 
V’électrophorése libre. ‘Les techniques respectives sont décrites 
ailleurs [9, 40]. 

Pour doser les globulines et l’albumine du sérum nous avons 
ulilisé la technique a l’alcool de Pillemer et Hutchinson [44]. Les 
teneurs en protéides des précipités sont évaluées par le micro- 
Kjeldahl classique. 

Les taux des précipitines ne sont évalués que qualitativement 
par dilution limite. En effet, le dosage quantitatif est impraticable 
avec le mélange d’antigénes qu’est le sérum. Nous avons prélevé 
dans une série de tubes 4 hémolyse 0,5 ml de sérum de cheval 
dilué au 1/5, puis 0,5 ml de dilutions variables de sérum de lapin. 
Les mélanges sont laissés pendant une heure a 40°, puis pendant 
dix-huit heures a la température du laboratoire. Les précipités 
sont mis en suspension et lus jusqu’a louche perceptible. 


R&ESULTATS. 


Les modifications humorales trés caractéristiques que mettent 
en évidence les fiches réticulo-endothéliales réduites proportion- 
nellement A une hauteur commune ont, comme nous allons le voir, 
une profonde signification physio-pathologique. On observe alors 
presque toujours entre la troisiéme et la quatri¢me injection, 
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done pendant la troisiéme semaine aprés la premiére injection, 
un déplacement parfois excessivement brutal de la fiche vers la 
région alcaline (fig. 2). Le déplacement est d’emblée maximum ct 
rétrocéde méme si l’on continue les injections du sérum (fig. 3). 

Par contre, le taux absolu des euglobulines augmente, en 
général, avec le nombre des injections (fig. 4), reproduisant 
ainsi trés sensibement |’évolution du taux des globulines totales 
qui, lui aussi, augmente continuellement pour tripler environ par 
rapport au taux initial aprés six injections (fig. 5). _ 

Or, deux ordres de faits prouvent que la représentation propor- 
tionnelle prime sur l’expression par taux absolus. 

Tout d’abord, le taux des précipitines, relativement trés faible 
jusqu’a Ja troisiéme injection, augmente brusquement et atteint 


PROTEIDES % DE SERUM awe? 
6 vot 


DILUTION LIMITE 


ALBUMNINE 


SEMAINES 


SEMAINES 
3 4 


Fic. 5. — Modifications des taux sériques de Valbumine et des globulines lors de 
la maladie sérique. Les fléches figurent les injections de sérum. Chaque point 
est la moyenne de 6 a 8 lapins. 


Fic. 6. — Taux sériques des précipitines. 
Chaque point représente la moyenne de Y lapins. 


son maximum avant la quatriéme injection (fig. 6). La décharge 
d’anticorps dans les humeurs coincide done trés nettement avec 
P « alealinisation » de la fiche. 

Les données anatomo-pathologiques sont tout aussi significa- 
tives. Déja antérieurement, l'un de nous a signalé a ce sujet que 
lorsqu’on pratique des injections espacées de trois semaines, les 
modifications de la fiche, alors accidentelles, reflétent fidélement 
état du systéme réticulo-endothélial. En particulier, lorsque 
l « alcalinisation » se produit quand méme, on trouve des granu- 
lations histiocytaires abondantes disséminées, alors que ces lésions 
sont discrétes ou absentes lorsque la fiche est normale [42]. Or, 
présentement, la corrélation est encore plus frappante. 

Au bout de cing semaines, done lorsque |’ « alcalinisation » 
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de la fiche est encore tres marquée (fig. 3), on constate dans 
le foie une réaction lympho-monocytaire des espaces portes 
se poursuivant dans les sinusoides ; les cellules de Kupffer sont 
tuméfiées, mobilisées et pycnotiques (planche hors texte, figeaa). 
Dans la rate on note une hyperplasie des follicules et des cordons 
de Billroth avec réticulose en cordons ou en amas disséminés 
(planche hors texte, fig. 2). Par contre, au bout de sept semaines 
et bien que les injections de sérum aient été continuées, l’hyper- 
plasie a nettement diminué (planche hors texte, fig. 3 et 4). Or, 
la fiche aussi, dans son expression proportionnelle, est revenue 
pratiquement 4 son tracé normal (fig. 2 et 3). Les données ana- 
tomo-pathologiques, tout aussi constantes que les données humo- 
rales, se retrouvent dans tous les cas examinés. 

Les quelques électrophoréses libres pratiquées indiquent tou- 
jours une augmentation considérable du taux des gamma-globu- 
lines aprés la troisiéme injection de sérum. Ce taux, normalement 
de 12 p. 100 [43], oscille alors aux environs de 35 p. 100. 

'L’électrophorése sur papier n’a été interprétée que qualitati- 
vement, par comparaison avec le diagramme du sérum normal, 
et nous continuons 4 nous méfier de ses soi-disant interprétations 
quantitatives. Déja aprés la deuxiéme injection la tache des 
gamma-globulines devient nettement plus foncée, fait qui s’accuse 
lors des injections ultérieures. Mais il est difficile de dissocier 
)augmentation du taux absolu des gamma-globulines de celle du 
; gamma-globulines 
 globulines totales 
ration des autres taches globuliniques est, d’une maniére générale, 
faible chez le lapin. 


rappor , étant donné que Vintensité de colo- 


Discussion. 


En clinique la fiche réticulo-endothéliale oppose, avec une remar- 
quable clarté, les déplacements vers la région alcaline aux dépla- 
cements vers la région acide. Les premiers groupent les cirrhoses, 
les phases tardives des maladies infectieuses et les septicémies. 
C’est pourquoi nous avons pensé qu’il pourrait s’agir d’un test 
humoral de l’hyperplasie du systéme réticulo-endothélial. Les 
déplacements vers la région acide ont associé aux divers syn- 
dromes cliniques du « stress », les états de cachexie et de 
dénutrilion. Aussi, nous avons pensé que la modification humo- 
rale pourrait exprimer, ici, le blocage ou l’aplasie du systeme 
réticulo-endothélial {44}. Présentement, nous montrons qu'une 
corrélation existe effectivement entre l’hyperplasie mésenchyma- 
teuse des organes réticulo-endothéliaux principaux, foie et rate, 
d’une part, et 1’ « alcalinisation » de la fiche réticulo-endothéliale, 
d’autre part. Cette premiére partie de notre hypothése semble done 
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physiologiquement basée. En effet, dans ce domaine, il n’est guére 
possible d’aller au dela des corrélations. . 

Un seul point resterait a discuter. Si la prolifération mono- 
cytaire de la rate lors de la « maladie aux protéides étrangers » 
— désignation peut-étre plus exacte de la maladie sérique — est 
connue de longue date, la nature exacte de ces monocytes a été 
discutée. On a admis successivement qu’il s’agit d’histiocytes [45}, 
de cellules mésenchymateuses primitives [46] ou de lympho- 
blastes [47, 18, 49]. Certes, nous ne pourrions parler d’hyper- 
plasie réticulo-endothéliale dans le sens strict du mot que sil 
s'agissait d’histiocytes. Mais si on approfondit les données 
histologiques, on est frappé par leur imprécision. Aussi préfé- 
rons-nous garder le terme de réticulo-endothélium comme terme 
d’attente, pour désigner, peut-étre un mésenchyme indifférencié 
(Tzanck, Bessis), et certainement un organe diffus, d’une impor- 
tance capitale pour le physiologiste et l’immunologiste. 

Il s’est avéré lors de nos études que |’ « alcalinisation » 
des fiches signifie presque toujours l’augmentation du rapport 
globulines totales 


<_____~___. alors que son déplacement vers la région acide 
gamma-globulines 


alpha-globulines (20, 7) 
globulines totales > °* 
Donec, l’augmentation du premier rapport doit dénoter aussi 
Vhyperplasie du systéme réticulo-endothélial. Mais il est impor- 
tant d’insister sur le fait que la corrélation ne parait exister 
gamma-globulines 
globulines totales 
plasie du systeme réticulo-endothélial de l'autre. En particulier, 
le taux absolu des gamma-globulines, s’il dénote une augmenta- 
tion proportionnelle de toutes les fractions globuliniques, n’a 
aucune signification de ce point de vue. Ainsi, dans la présente 
expérience le taux des globulines totales augmente encore consi- 
dérablement aprés la quatriéme injection du sérum et probable- 
ment aussi le taux absolu des gamma-globulines. Par contre, 
mesuré directement par la fiche dans son expression proportion- 
gamma-globulines ,... r 

iminue c 1 
globulines totales Brn SSSI 


exprime une augmentation du rapport 


qu’entre le rapport , dune part, et l’hyper- 


nelle, le rapport 


mésenchymateuse. 


Le présent travail confirme que la fiche réticulo-endothéliale 
doit étre utilisée dans son expression proportionnelle, c’est- 
a-dire ramenée A la hauteur du standard physiologique [6, Veet 
nous ne pouvons pas préconiser |’expression par taux absolus 
utilisée par Vargues [8]. En effet, lorsque le taux des euglo- 
bulines augmente, les courbures s’effacent et Vappréciation du 
fait physio-pathologique fondamental : distribution proportion- 
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nelle des diverses sous-fractions globuliniques, devient impré- 
cise {7}. D’ailleurs, les taux absolus sont difficiles a évaluer par 
néphélométrie. 

Nous n’avons pas recherché systématiquement les lésions 
artérielles et cardiaques caractéristiques de la maladie sérique 
(lésions si bien décrites la premiére fois par Vaubel {2} a la suite 
des travaux de de Vecchi, Longcope et Klinge), mais nous les 
avons rencontrées accidentellement. Aussi, dans les conditions de 
nos expériences, elles doivent étre peu fréquentes. Pourtant, 
la crise humorale et histologique que subit l’animal entre la 
deuxiéme et la troisieéme semaine aprés le début de l’expérience 
semble quand méme dénoter une profonde atteinte mésenchyma- 
teuse. Logiquement, nous devons admettre que celle-ci est due 
a union entre l’antigéne et l’anticorps au sein méme des tissus 
producteurs de ce dernier. En effet, elle rétrocéde avec l’appa- 
rition massive d’anticorps humoraux. D’ailleurs, cette hypothése 
a été émise avant nous [24]. D’autre part, il est fort probable 
qu'une étroite relation existe entre la crise humorale observée 
et la maladie sérique. La premiére fait suite a la mobilisation 
cellulaire et celle-ci aboutit aux tissus de granulation qui pour- 
raient bien étre a l’origine: des lésions artérielles de la maladie 
.sérique [22]. 

La ressemblance entre les lésions anatomo-pathologiques de la 
maladie sérique expérimentale et celles des maladies du mésen- 
chyme a été déja relevée [23]. Or, Vhypergamma-globulinémie 
accompagne aussi ces affections [24, 25, 26, 27]. Il serait donc 
tentant de conclure que, de quelque maniére, il existe une décharge 
massive d’antigénes dans les maladies du mésenchyme. Ceci nous 
conduirait a l’origine organotoxique de celles-ci. Pourquoi n’en 
serait-il pas de méme pour l’endocardite d’Osler a hémoculture 
négative [28] ? 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Foie d’un lapin ayant recu quatre injections de sérum de cheval. Colo- 
ration hémalun-éosine-safran — Oculaire x 6, objectif x 10, grossissement 
x 60, grandissement x 87. Ecran Wratten n° 1] — plaque commerciale ortho- 
chromatique. (Ces caractéristiques sont les mémes pour tous les autres clichés.) 


Fic, 2. — Rate d’un lapin ayant recu quatre injections de sérum de cheval. 
Fic. 3. — Foie d’un lapin ayant recu six injeclions de sérum de cheval. 


Fic. 4. — Rate d’un lapin ayant recu six injections de sérum de cheval. 
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SUR LES LESIONS TESTICULAIRES 
OBSERVEES CHEZ DES ANIMAUX SOUMIS 
A DES INJECTIONS DE SUBSTANCES ADJUVANTES 
SEULES OU MELANGEES 
AVEC DES EXTRAITS DE TISSUS HOMOLOGUES (°) 


par Guy VOISIN et Atsgrt DELAUNAY ("**). 


(Laboratoire d’Immunopathologie de l’Hépital Saint-Antoine 
[professeur agrégé Kouritsky] 
et Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


En 1951, nous avions montré [4] que l’on peut déterminer, 
chez le cobaye, l’apparition de lésions testiculaires considérables 
qui portent surtout sur la lignée germinative mais n’épargnent pas 
le tissu vasculo-conjonctif, en injectant par vole sous-cutanée un 
broyat de testicule de cobaye mélangé, sous forme d’une émulsion 
« eau dans huile » a des substances adjuvantes du type recom- 
mandé par Freund (1). Nous trouvions-nous en présence de lésions 
secondaires 4 la mise en place d’un processus d’auto- ou d’iso- 
sensibilisation ? Alors, nous n’avions pas cru pouvoir l’affirmer 
car nous avions obtenu au méme moment des lésions comparables 
(moins constantes, cependant et moins intenses dans |’ensemble) 
en traitant des cobayes témoins par des injections d’un broyat de 
foie de cobaye émulsionné dans les mémes substances adjuvantes 
ou, plus simplement encore, par des injections de ces _ seules 
substances. Et nous avions préféré conclure en admettant que les 
diverses altérations testiculaires que nous avions découvertes 
avaient pour cause essentielle des facteurs d’agression non 
spécifiques. 

La suite de nos recherches devait apporter, en faveur du bien- 
fondé de cette conception, d’autres arguments. On sait qu’il est 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1955. 

(**) Travail réalisé avec l’aide de ]’Institut National d’Hygiéne. 

(1) Rappelons que ces substances adjuvantes se composent d’huile de 
paraffine liquide, d’une faible quantité de poudre de bacilles tuber- 
culeux tués desséchés et broyés, enfin d’un émulsionnant du type 
Falba ou Arlacel. 
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facile de provoquer, chez le rat et la souris, des lésions profondes 
du tissu lymphoide en soumettant ces animaux a un stress. iLe 
tissu germinatif ayant en commun avec le tissu lymphoide une 
intense activité cytopoiétique, il était intéressant de savoir si le 
stress est aussi capable de déterminer d’importantes lésions au 
niveau du testicule. Nous avons fait l’expérience en utilisant 
comme agent de choc la colchicine et une endotoxine [2]. Le 
résultat fut parfaitement net puisque nous avons obtenu a la fois, 
comme nous l’espérions, des lésions comparables par leur 
moment d’apparition, leur intensité et leur évolution, aussi bien 
dans le testicule que dans le thymus, la rate et les ganglions 
lymphatiques. [Le probleme nous semblait donc dés ce moment 
réglé : les substances adjuvantes de Freund peuvent jouer I’ office, 
chez le cobaye, d’un agent « stressant », leur effet nocif se mon- 
trant particuliérement net au niveau des testicules. Pareille con- 
clusion était certes limitée, mais originale ; elle nous semblait aussi 
avoir un certain intérét. 

Un fait nouveau, cependant, allait se produire. Notre premier 
travail sur le cobaye avait intéressé Freund et celui-ci décidait, 
en 1952, de le reprendre personnellement. Ses expériences étaient 
finalement publiées en juillet 1953 [8]. En voici les conclusions 
qui sont a la fois proches et différentes des nétres : 

1° On peut provoquer des lésions testiculaires importantes en 
injectant chez le cobaye un broyat de testicule de cobaye en 
mélange avec des substances adjuvantes. 

2° Mais, ajoute Freund, ces lésions sont spécifiques; elles 
apparaissent seulement chez les animaux qui ont recu une injec- 
tion de broyat testiculaire ; elles font défaut au contraire quand 
on a utilisé un broyat de cerveau ou d’un autre organe en émul- 
sion avec des substances adjuvantes ou des substances isolées. 

Qui avait raison? La question n’était donc pas close comme 
nous l’avions pensé. Elle méritait au contraire un nouvel examen. 
_ Avant de publier ses résultats, Freund avait eu l’aimable atten- 
tion, au cours de l’automne 1952, de nous les faire directement 
connaitre. 

Parce qu’ils nous touchaient directement, dés le mois de 
décembre de la méme année, nous reprenions nos recherches 


personnelles, Qu’avons-nous vu alors? Voila précisément ce que 
nous voudrions dire 4 présent. 


PARTIE EXPERIMENTALE, 


Nous avons fait deux séries d’expériences. 

i Premiére série. — Question que nous voulions résoudre : 
Des injections sous-cutanées de substances adjuvantes type 
Freund, chez le cobaye, sont-elles ou non capables de provoquer, 


ACTION DES SUBSTANCES ADJUVANTES 309 


a elles seules, apparition de lésions testiculaires, épithéliales et 
vasculo-conjonctives ? 

25 cobayes males pesant environ 500 g ont été ulilisés (décembre 

1952). Ces animaux avaient été divisés en quatre lots. 
_ Premier lot: 7 cobayes ont regu, par voie sous-cutanée, trois 
injections de substances adjuvantes. Plus précisément, injections 
de 1 cm* du mélange suivant : eau physiologique, 2 ml; Falba, 
1 ml; huile de paraffine, 2 ml; poudre de B. K. bovins, 4 mg, 
faites 4 intervalle d’une semaine. 

Deuxiéme lot : 6 cobayes ont recu neuf injections intrapérito- 
néales de 1 cm* de benzogynestryl (soit 1 mg de folliculine) 
a raison d’une injection tous les deux jours. On sait que la 
folliculine, injectée a doses relativement fortes par voie paren- 
térale, détermine réguliérement, dans le testicule, d’importantes 
lésions des cellules germinatives. Il nous paraissait intéressant 
de comparer ces lésions en quelque sorte classiques a celles qui 
seralent entrainées éventuellement par les substances adjuvantes. 

Troisiéme lot: 7 cobayes ont regu a la fois des substances 
adjuvantes et du benzogynestryl (aux doses et aux rythmes utilisés 
pour les lots d’animaux n° 1 et n° 2). Nous étions curieux de 
savoir si le traitement par hormone allait accentuer ou du moins 
modifier l’effet des substances adjuvantes ; nous nous demandions, 
notamment, si le benzogynestryl, a qui l’on reconnait habituel- 
lement un effet anti-inflammatoire, n/’allait pas atténuer les 
réactions vasculo-conjonctives que nous avions observées autre- 
fois, aprés simple injection des substances de Freund. 

Quatriéme lot: Les animaux de ce lot témoin ont recu neuf 
injections intrapéritonéales d’eau physiologique (1 cm*). Une 
injection tous les deux jours. 


OBSERVATIONS ET RESULTATS. — Les divers traitements que nous 
venons d’exposer ont été dans l’ensemble parfaitement supportés. 
Au moment du sacrifice (une semaine aprés la derniére injection), 
jes 23 animaux survivants étaient en excellente santé. Deux seule- 
ment (un du premier lot, un du troisiéme), malades, avaient da 
étre autopsiés en cours d’expérience. 

Au niveau des injections sous-cutanées de substances adju- 
vantes, on avait pu noter, réguliérement, des réactions locales 
assez intenses (souvent, une fistule avait donné issue a un mélange 
de substances adjuvantes et de pus). Aucun phénoméne particulier 
chez les animaux qui, en dehors des substances adjuvantes, 
avaient recu du benzogynestryl. A l’autopsie des cobayes traités 
par des injections intrapéritonéales d’hormone ou d’eau physio- 
logique, aucun signe de péritonite. 

Le moment venu, les animaux ont été sacrifiés par section des 
carotides. Les testicules ont été prélevés, placés dans le fixateur 
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de Duboscq-Brazil, enfin soumis aux techniques histologiques 
habituelles. L’examen des coupes nous a permis de faire les 
constatations suivantes : 

Chez les animaux du premier et du quatriéme lot, testicules 
normaux, macroscopiquement (aspect et volume) et microscopi- 
quement (fig. 1). Spermatogénése sensiblement normale. Cela 
pour tous les animaux sacrifiés trois semaines aprés le début de 

‘ Pexpérience. Exception pour l’animal de la premiére série qui 


Fic. 1. — (Coupe n° 7147). Premiére série d’expériences :; Etat des tubes sémi- 
niféres observés chez un cobaye traité par trois injections sous-cutanées de 
substances adjuvantes du type décrit par Freund. On ne remarque pas d’altérations 
des tubes ; la spermatogénése n'est pas altérée. 


avait da étre tué prématurément ; en ce cas, lésions testiculaires 
nettes avec arrét de la spermatogénése. 

Chez les animaux du deuxiéme et du troisiéme lot (rappelons 
qu’il s’agissait des animaux traités par le benzogynestryl), nos 
observations ont, en revanche, été toutes différentes. Les testicules 
étaient constamment diminués de volume, et, sur coupes, on 
pouvait remarquer des altérations cellulaires étendues. 

I] n’y avait aucune réaction vasculo-conjonctive, mais la lignée 
germinative était profondément atteinte : disparition constante 
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des spermatozoides, 4 peu prés constante des spermatides, trés 
fréquente des spermatocytes. Les spermatogonies étaient égale- 
ment assez touchées. Les cellules de Sertoli persistaient, mais 
souvent légérement modifiées. Au contraire, cellules de Leydig 
pratiquement intactes. 

Soulignons enfin ce point important: lésions  testiculaires 
constantes et identiques chez tous les animaux trailés par la folli- 
culine, que ces animaux alent recu ou non en méme temps des 
substances adjuvantes. Ces résultats s’opposaient a ceux que nous 
avions obtenus en 1950 et confirmaient les assertions de Freund. 

Nous étions-nous donc trompés lors de nos premiéres expé- 
riences, ou bien la présence d’extraits tissulaires est-elle indis- 
pensable pour qu’apparaissent des lésions testiculaires ? 

C’est afin de répondre a cette double question que nous avons 
recommencé une série d’expériences, en nous plagant, cette fois, 
dans les mémes conditions que jadis, c’est-a-dire en adjoignant 
aux substances adjuvantes des broyats d’organes (testicule ou 
foie). 


II. Seconde série. — Nous avons utilisé, cette fois, 42 cobayes 
pesant, en moyenne, 400 g. Ces animaux ont été divisés en quatre 
lots. 

Premier lot : 10 animaux recoivent, par voile sous-cutanée, 1 cm* 
d’un broyat de testicule de cobaye dilué de moitié par l’eau 
physiologique. Deux injections séparées par une semaine. 

Deuxiéme lot: 10 animaux. Deux injections a une semaine 
d’intervalle de 1 cm* du mélange de Freund (contenant 1,50 mg 
de poudre de bacilles). 

Troisiéme lot: 14 animaux. Deux injections, également a une 
semaine d’intervalle, de 1 cm* (0,1 ml de broyat testiculaire de 
cobaye, 0,2 ml d’eau physiologique, 0,7 ml de substances adju- 
vantes). ; 

Quatriéme lot: ‘Les 8 animaux de ce lot ont été traités comme 
les animaux du troisiéme lot, 4 cela prés que le broyat testiculaire 
avait été remplacé par un broyat de foie de cobaye. 

Prélévement et étude des testicules dans les conditions habi- 
tuelles (les animaux, en principe, devaient étre sacrifiés huit jours 
aprés la seconde injection : nous dirons cependant plus loin que 
cette régle ne fut pas applicable en tous cas). 

Expériences faites en février 1953. 


OBSERVATIONS ET RESULTATS. — Ils ont été fort différents de 
ceux qui avaient été enregistrés au cours de notre premiére série 
d’expériences. 

1° Les 42 animaux éprouvés supportérent cette fois trés mal 
le traitement. Ils furent tous malades. 15 méme succombérent 
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avant le moment ow ils auraient dd étre sacrifiés (c’est-a-dire huit 
jours aprés la seconde injection). Il y eut des morts dans tous 
les lots, a savoir : 

3 morts dans le premier et autant dans le second lot, 

4 morts dans le troisiéme lot et 5 morts dans le quatriéme. 

Au total, 15 morts sur 42 animaux en expérience. 

Signalons, par ailleurs, que l’atteinte générale de ces animaux 
se traduisait souvent par un autre fait : leur poil s’arrachait avec 


a 


Fic. 2. — (Coupe n° 7205). Seconde série d’expériences : Etat des tubes séminiféres 
observés chez un cobaye traité par deux injections sous-cutanées de substances 
adjuvantes de Freund. Les cellules de Sertoli, 4 peu prés seules, subsistent. 


une extréme facilité, mettant & nu une peau cedématiée, gonflée, 
blanchatre, anémique a lincision. 
_ 2° Aux points d’injection des substances adjuvantes, réactions 
inflammatoires habituelles. Peut-étre les réactions étaient-elles un 
peu plus diffuses chez les animaux qui avaient recu, en outre, le 
broyat testiculaire (action de Vhyaluronidase ?). 

3° Etude histologique des testicules (fig. 2 et 8). —- Pour les 
cobayes des quatre groupes, alteinte testiculaire d’intensité iné- 
gale certes, mais presque toujours assez massive et élective 
(divers organes : foie, reins..., prélevés a l’autopsie en méme 
temps que les testicules, sont apparus histologiquement normaux). 
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Les lésions intéressaient surtout et assez uniformément P épithé- 
lium germinatif mais, le plus souvent, la trame mésenchymateuse 
n élait pas elle-méme normale. 

a) Lésions des tubes séminiféres. — On peut les répartir en 
plusieurs groupes, selon leur degré. 

Au degré le plus léger, la lumiére tubulaire ne contient plus 
de spermatozoides et de spermatides (ou elle en contient trés 


Fic. 3. — (Coupe n* 7206). Seconde série d’expériences : Etat des tubes séminiféres 
observés chez un cobaye traité par deux injections d’un broyat de testicules 
homologues, L’altération des tubes est trés marquée. Cette fois encore, les cellules 
de Sertoli subsistent, & peu prés seules. 


peu). On peut retrouver ces éléments dans le rete testis, |’épidi- 
dyme et méme le déférent. 

Au second degré, spermatocytes I et II ont, a leur tour, 
disparu. 

Au troisiéme degré, enfin, les lésions sont extrémes, allant 
jusqu’a la desquamation des spermatogonies elles-mémes. Alors, 
l’équipement cellulaire des tubes séminiféres n’est plus constitué 
que par une couronne d’éléments périphériques qui sont accolés 
4a la membrane basale. Ces éléments, en apparence intacts, se 
caractérisent par un gros noyau clair avec une chromatine dissé- 
minée en fin réseau, un ou deux gros nucléoles bien visibles et 
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une membrane nucléaire plus ou moins crénelée. Malgré leur 
nombre relativement élevé, peut-étre sont-ils assimilables a des 
cellules de Sertoli, mais on doit reconnaitre qu’ils rappellent aussi 
les cellules que Stieve [4] a désignées comme indifférenciées ou 
dédifférenciées. 

Dans les tubes excréteurs, il arrive assez souvent que l’on 
retrouve les spermatogonies et les spermatocytes avec des noyaux 
pycnotiques et un cytoplasme hyalinisé. 

Les différentes lésions que nous venons de décrire, nous les 
avons trouvées sur toutes les coupes de testicules. Elles pouvaient 
étre plus ou moins intenses mais, de toute fagon, elles paraissaient 
indépendantes du type de traitement recu par tel ou tel groupe 
d’animaux. 

b) Lésions mésenchymateuses. — Celles-ci furent, dans l’en- 
semble, moins constantes, plus modérées que les précédentes. 
Mais, en ce cas encore, il fut impossible d’établir une relation 
entre leur extension et le type de traitement recu par l’animal. 

Au nombre de ces lésions mésenchymateuses, nous pouvons 
ranger : un cedéme interstitiel ; de la congestion vasculaire (avec 
stase veineuse) ; une prolifération conjonctive modérée ; surtout, 
autour des petits vaisseaux, des infiltrations lymphocytaires, 
plasmocytaires et monocytaires. Jusqu’A un certain point, elles 
rappelaient celles que l’on observe dans la périartérite noueuse. 
Elles s’en distinguaient toutefois, car les parois artérielles elles- 
mémes restaient saines. 

D’aprés Vintensité des lésions testiculaires, épithéliales ou 
mésenchymateuses observées, il était impossible, avons-nous dit, 
de déduire la nature du traitement qu’avait subi un animal 
considéré en particulier. 

S’il fallait pourtant établir une moyenne, sans doute pourrions- 
nous préciser que l’atteinte germinative et aussi bien l’atteinte 
mésenchymateuse ont été particuligrement marquées chez les 
animaux qui avaient regu — fait paradoxal — l’extrait testiculaire 
seul, que l’atteinte germinative la plus faible — autre fait para- 
doxal — fut observée chez ceux traités par le mélange extrait 
testiculaire-substances adjuvantes... 

Quoi qu'il en soit, Iésions épithéliales et lésions conjonctives 
n’ont pratiquement jamais manqué chez les cobayes qui avaient 
recu les seules substances adjuvantes. Nous voici done fort loin 
des conclusions auxquelles nous avions abouti aprés notre 
premiére série d’expériences. 


DiscussIoN ET CONCLUSIONS. 


Que peut-on légitimement conclure des résultats de ces deux 
séries d’expériences ? 
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I. Premiére question 4 laquelle il nous faut répondre : 

L’injection parentérale de substances adjuvantes type Freund 
est-elle capable, a elle seule, de provoquer l’apparition de lésions 
testiculaires épithéliales avant tout, mais également mésenchyma- 
teuses ? Dans certaines conditions, cela semble hors de doute et 
nous sommes d’autant plus catégoriques sur ce point que nous 
avons constaté le fait dans d’autres séries d’expériences au cours 
desquelles nous avons injecté des substances adjuvantes a des 
cobayes dans un but différent. 

II. Ce fait une fois posé, pouvons-nous aller plus loin et pré- 
ciser le mécanisme d’apparition de ces lésions ? 

Pour répondre cette fois, il faut, croyons-nous, tenir compte 
des remarques suivantes : 

1° Certaines séries d’animaux traités par une injection de sub- 
stances adjuvantes type Freund ne présentent pas de lésions testi- 
culaires, alors que d’autres séries qui ont recu exactement le 
méme traitement en présentent de trés marquées. 

2° Il existe un rapport des plus net entre l’atteinte de 1’état 
généra] des animaux et les altérations de leurs testicules. Men- 
tionnons a ce propos que nous avons pratiqué l’examen histo- 
logique des testicules de nombreux cobayes qui étaient mourants 
(il s’agissait la d’animaux neufs, non en expérience) : les tes- 
ticules présentaient souvent (mais non toujours) des lésions 
importantes. 

3° Ceci évoque fortement l’idée d’une agression non spécifique, 
d’un « stress » et d’ailleurs, comme nous le rappelions au début 
de cet article, dans un travail antérieur, nous avons montré le 
parallélisme, chez le rat, de l’atteinte des tissus lymphoide ct 
testiculaire au cours d’une agression brutale par l’endotoxine 
typhique. 

4° Certaines interprétations pourraient encore étre avancées, 
mais elles ne s’appliquent pas au cas présent: c’est ainsi que, 
dans le cas d’injections sous-cutanées abdominales, Freund 
invoque Ja possibilité d’une inflammation testiculaire par voile 
lymphatique. Cela nous semble peu probable, le testicule étant 
strictement intrapéritonéal chez le cobaye et le péritoine lui-méme 
restant toujours intact; au demeurant, des injections sous- 
cutanées ou intramusculaires faites au niveau du dos entrainent 
les mémes phénoménes. Une atteinte infectieuse, voire septicé- 
mique, secondaire a de telles injections qui, malgré la propreté 
des manipulations, ne peuvent jamais étre stériles, semble impro- 
bable, car nous n’en avons jamais décelé les symptémes. 

Compte tenu de toutes ces remarques, il nous parait légitime 
de tirer les conclusions suivantes : 

1° Les substances adjuvantes de Freund injectées par voie 
parentérale ne sont pas absolument inoffensives. 
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D’ailleurs, au moment ow cet article était déja écrit, nous avons 
pris connaissance d’une publication de Rothbard et Watson /6| 
qui ont réussi 4 créer des lésions amyloides dans Je rein de la 
souris par simple injection de substances adjuvantes de Freund ; 
ce serait méme la, pour ces auteurs, le moyen le plus sur et !e 
plus rapide pour obtenir de telles lésions. 

2° Chez des animaux trés résistants, injection de substances 
adjuvantes est bien tolérée, le choc est compensé, l'état général 
n’est pas atteint, les testicules demeurent intacts: c’est ce qui 
s’est manifestement produit lors de la premiére des deux séries 
d’expériences que nous relatons aujourd’hui; ce fut le cas éga- 
lement dans les expériences rapportées par Freund. Dans une 
telle éventualité, l’apparition de lésions testiculaires 4 la suite 
d’une injection sous-cutanée d’extrait de testicule homologue 
mélé a des substances adjuvantes prend toute sa valeur en faveur 
d’une interprétation d’ordre immunologique : lésion par auto- 
anticorps. 

3° Mais, dans d’autres cas, il s’agira d’animaux peu résistants 
et cela sans que l’on puisse le prévoir, ce qui nous parait parti- 
culiérement grave. Sans doute, on peut penser a l’intervention 
de facteurs tels qu'un poids moindre, des carences ou des 
déséquilibres alimentaires, le changement de saisons, un état 
hormonal différent, mais, dans l|’état actuel des choses, tous ces 
facteurs restent impossibles a préciser. Quoi qu’il en soit, de 
tels animaux peuvent réagir a linjection de substances adju- 
vantes de Freund seules ou mélangées a des broyats tissulaires 
(ou méme a l’injection d’un simple et banal extrait de tissu) par 
une atteinte de l’état général et des lésions testiculaires. 

Dans ces conditions, et voilé précisément notre conclusion, 
comment pourrait-on se fonder uniquement sur labsence ou 
existence de lésions testiculaires pour affirmer qu’on se trouve 
bien en présence d’un processus auto-allergique ? Comment 
pourrait-on le faire quand, 4 elle seule, une des substances 
injectées se montre capable parfois de provoquer des lésions 
histologiquement comparables ? 

Personnellement, nous pensons que cela serait une faute. 

III. Que l’on nous comprenne bien. Nous ne cherchons pas 
en ce moment a mettre en doute Vexistence de réactions tissu- 
laires auto-allergiques. Nous croyons au contraire fermement 
a cette existence (et nous dirons justement bientot pour quelles 
nouvelles raisons nous y croyons), mais nous pensons que le 
crilére anatomo-pathologique n’est pas, en tous cas, un guide 
suffisamment sr, surtout lorsque le tissu étudié a.la fragilité du 
lesticule et des organes lymphoides. (Peut-étre, A la rigueur, 
peuvent faire exception les cas ot l’on dispose d’animaux trés 
résistants, lorsque de tres nombreux témoins ne présentent pas 
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de lésions, ce qui se produisit dans notre premiére série d’expé- 
riences.) 


RESUME. 


1° Parfois les substances adjuvantes de Freund, injectées par 
vole sous-cutanée chez le cobaye, n’altérent pas l'état général de 
animal et ne déterminent l’apparition d’aucune lésion testi- 
culaire. Mais, parfois aussi, les mémes substances, injectées 
i doses comparables chez des cobayes apparemment normaux, 
touchent trés vite leur état général en déterminant alors régulié- 
rement, au niveau des testicules, d’importantes lésions. 

2° Dans l'état actuel de la question, il nous parait impossible 
de présumer, au début d’une expérience, quel sera le compor- 
tement d’un cobaye traité par des substances adjuvantes. 

3° Pour cette raison, ef du moins en ce quit concerne les 
testicules, nous pensons que le seul critére anatomo-pathologique 
ne peut, dans les conditions habituelles, étre considéré comme 
un guide suffisamment sir pour qui cherche a étudier les phéno- 
ménes d’auto-sensibilisation. 
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ETUDE EN CULTURES CELLULAIRES 
DU VIRUS ENCEPHALOMYELITIQUE « MENGO » 


par G. BARSKI et M™: M. LAMY (*). 


(Institut Pasteur, Service des Virus.) 


Le virus d’encéphalomyélite Mengo, isolé en 1948 par Dick [4] 
en Afrique Centrale a partir du singe, de moustiques et de cer- 
tains petits mammiféres, fait partie d’un groupe de virus sérolo- 
giquement apparentés et largement répandus dans le monde 
entier. On inclut actuellement [2] dans ce groupe le virus d’encé- 
phalomyocardite [8] isolé d’un singe en Floride en 1945 par 
Helwig et Schmidt, les virus Columbia SK et MM isolés a New- 
York en 1940 et 1943, l’un par Jungeblut et Sanders [4], l’autre 
par Jungeblut et Dalldorf [5], tous deux considérés pendant long- 
temps comme des souches atypiques de poliomyélite, lagent 
pathogéne de la « fiévre de trois jours » identifié en 1947 par 
Smadel et Warren [6] aux Philippines, et enfin quelques souches 
isolées plus récemment a partir de cas cliniques humains, par 
Koch [7] en Allemagne d’une part, Vivell et Mauer [8] d’autre 
part, ainsi qu’une autre isolée en Colombie par Roca-Garcia [9]. 

Ni ces nombreux isolements, ni les tests de séro-neutralisation 
effectués incidemment par quelques auteurs n’ont apporté de 
lumiére sur ]’épidémiologie des virus de ce groupe. D’autre part, 
le probléme du degré de parenté entre les virus du groupe Mengo 
et les virus de la poliomyélite, voisins par leur taille et leurs pro- 
priétés chimico-physiques [40], reste toujours ouvert. 

Dans ce travail, nous nous sommes attachés a étudier le com- 
portement du virus Mengo en cultures cellulaires in vitro: 1° a 
en définir les caractéres lorsqu’il est placé dans ces conditions 
et a le différencier des autres virus, la poliomyélite en particulier ; 
2° a voir dans quelle mesure la méthode des cultures cellulaires 
peut étre adoptée en vue d’une étude systématique de ce virus : 
isolement, titrage et tests sérologiques. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 juin 1955. 
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MATERIEL ET METHODES. 


La souche du virus Mengo nous a été directement fournie en 1953 
par le D* W. H. R. Lumsden, d’Entebbe (Ouganda). Aprés deux 
passages sur souris, nous l’avons conservée pendant un an environ 
a — 24° et Aa — 75° C. 

On trouvera ailleurs [44] les détails techniques concernant nos 
cultures cellulaires. I] suffit de mentionner ici que nous avons 
généralement utilisé dans ce travail : a) des culiures préparées 
par digestion trypsique de rein provenant de singes (cynocé- 
phales), de lapins, de chiens et de souris; b) des cultures de 
rein humain embryonnaire (sept mois) ; c) des cultures de tissus 
musculaires d’embryon de poulet et de souris. Le milieu de cul- 
ture pour le tissu de singe contenait 70 p. 100 de milieu synthé- 
tique préparé d’aprés Morgan, Morton et Parker [412], 27 p. 100 
de solution de Hanks et 3 p. 100 de sérum de cheval. Pour les 
tissus d’autres animaux, souris exceptées, le milieu est identique 
a la différence prés qu’il contient 10 p. 100 de sérum homologue. 
Avant l’introduction du virus, quel que soit le tissu employé, 
nous remplacons le milieu homologue par un milieu standard a 
base de sérum de cheval. 

L’épreuve de virulence du virus de culture a été pratiquée sur 
des souris de 16-18 g inoculées par voie intracérébrale, ou sur des 
ceufs embryonnés de six a sept jours d’incubation, inoculés par 
voie intravitelline. 

Un sérum spécifique a été préparé sur Japins par trois inocu- 
lations de surnageant des cultures sans adjuvant, effectuées par 
voile intramusculaire a dix jours d’intervalle. Ce sérum neutralise 
le virus (100 doses infectantes 50 p. 100 pour cultures cellulaires 
par 0,1 cm’) 4 une dilution de 1 : 160. Ce méme sérum non dilué 
n’a aucun pouvoir neutralisant a ]’égard des trois types de virus 
poliomyélitique. Les tests de séro-neutralisation avec des sérums 
humains préalablement inactivés pendant une heure a 56°C et 
dilués 4 1: 1 sont également effectués avec 100 DI,, de virus par 
tube de culture. 


REsuLTATsS. 


Avant les essais sur cultures cellulaires, notre deuxiéme 
passage conservé & — 75°C a été de nouveau inoculé par voie 
intracérébrale a la souris. On a obtenu chez cet animal des 
paralysies flasques, principalement localisées au train postérieur, 
puis une mortalité 4 100 p. 100. Sur les coupes histologiques de 
Vencéphale, on a noté une congestion vasculaire trés importante, 
des lésions massives de nécrose et de destruction des neurones 
particuligrement nombreuses dans la zone de Ja corne d’Ammon 
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et une infiltration diffuse du parenchyme cérébral, en somme, 
des lésions qui correspondent bien a la description donnée par 
Dick en 1948 [43]. 

La suspension de cerveau de souris introduite dans les cultures 
de cellules rénales de singe a produit d’emblée des lésions cellu- 
laires qui se sont vite généralisées et ont abouti a une destruction 
compléte de la culture au bout de quatre jours. 

Nous avons poursuivi les passages dans ces cultures et nous 
avons toujours observé les mémes lésions de destruction cellu- 
laire qui montrent, comme nous allons le voir, certaines particu- 
larités. Au cours des passages, le temps de latence entre |’intro- 
duction du virus et l’apparition des lésions cellulaires avait ten- 
dance a se raccourcir et, a l’heure actuelle (21° passage en cultures 
cellulaires), nous observons avec 100 DI,, une atteinte cellulaire 
spécifique de toute la culture en quarante-huit heures environ. 

Les résultats des titrages du troisieme et du vingtiéme passage 
in vitro du virus Mengo effectués parallélement sur souris et sur 
cultures sont rapportés dans le tableau I. 


TaBLEAu I, 


TLTRAGE TITRAGE SUR SOURIS 
en cultures cellulaires par voie intracérébrale 
NOMBRE 


de passages en 
cultures cellulaires DI,o dans 0,1 cm3 Point | DL5» dans 0,025 cm? | Point 
de surnageant final de surnageant final 


de culture aprés de culture aprés 


405,25 2 405,50 
406,25 e 45,30 


Comme nous le voyons, le pouvoir infectant du virus pour 
l’encéphale de souris et pour les cultures cellulaires est essen- 
tiellement du méme ordre. Au cours de 20 passages en culture, 
le matériel virulent introduit a Vorigine a été dilué 10?° fois 
et sa multiplication ne peut étre mise en doute. L’affinité neuro- 
trope du virus a, semble-t-il, subi au cours de ces 20 passages 
une certaine atténuation : baisse du titre sur souris par rapport a 
celui sur cultures. 

Le virus au troisiéme et au vingtiéme passage sur cultures est 
réguliérement neutralisé par l’immunsérum spécifique, mais ne 
lest par aucun des trois sérums hyperimmuns correspondant aux 
trois types antigéniques de poliomyélite. ; 

Nous avons étudié parallélement |’évolution des lésions cellu- 
laires induites in vitro par le virus Mengo et l’apparition du virus 
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dans le liquide surnageant des cultures. Cette expérience a été 
effectuée avec des cultures en bouteilles de Roux de 600 cm‘, 
contenant 50 cm*® de milieu de culture. Des prélévements de 
0,5 cm* de plusieurs cultures paralléles ont été conservés 
a — 24°C et titrés simultanément en cultures cellulaires en 
tubes. Le degré d’évolution des lésions a été évalué par obser- 
vation de bouteilles au faible grossissement du microscope, 


8+ OISO/Q icm3 


Heures 
20 40 60 80 100 120 140 160 


LESIONS O + +6 see ete eee a, 


Fic. 1. — Virus Mengo, 8 passage. Culture en bouteilles de Roux. 
Titre de virulence. 


celui-ci ne permettant évidemment que la seule observation des 
lésions déja bien apparentes. Les résultats sont représentés dans 
le graphique de la figure 1. 

I] en découle que le virus se multiplie dans les cellules infectées 
et en est libéré trés rapidement dés avant la désagrégation de 
la culture. J] atteint dans le milieu un titre de 10°” DI,, 
par 0,1 cm* au bout de quatorze heures et se maintient a un 
niveau de 10%° — 107° DI,, pendant au moins cent cinquante- 
deux heures. 

L’observation attentive de la lésion cellulaire causée par le 
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Fic, 2. — Culture de cellules rénales de singe quarante-huit heures aprés infection 
avec le virus Mengo au 19¢ passage en cultures cellulaires. 


Fic. 3. — Culture témoin, analogue a celle de la fig. 2 mais protégée 
par un sérum spécifique anti-Mengo. 
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virus Mengo nous a permis de relever son aspect spécifique qui 
la distingue notamment de la lésion produite dans les mémes 
cultures par les virus de la polyomyélite. Nous donnerons ailleurs 
la description détaillée de cette lésion en cours d’évolution., Men- 
tionnons seulement ici que les contours cellulaires deviennent 
avec le virus Mengo trés rapidement irréguliers et d’aspect beau- 
coup plus « déchiqueté » qu’avec le virus poliomyélitique. Cette 
différence est a tel point prononcée qu’elle permet, avec un peu 
d’habitude, de discerner au premier stade d’atteinte cellulaire, 
un tube ensemencé avec le virus Mengo d’un autre ensemencé 
avec un virus de poliomyélite. 

Sur des préparations fixées et colorées, la différence entre ces 
deux virus en cultures cellulaires est encore plus apparente : la 
zone éosinophile centrale repoussant le noyau vers la périphérie, 
tellement caractéristique pour les cellules infectées avec le virus 
poliomyélite [44, 15] n’apparait pas avec le virus Mengo; le 
noyau, dans les cellules infectées avec ce virus, garde d’ordinaire 
sa position centrale mais s’altére rapidement, montrant une frag- 
mentation et une lobulation de masses chromatiniques. 


Nos essais n’ont pas seulement porté sur des cellules de singe ; 
nous avons obtenu une culture positive du virus Mengo sur des 
cellules rénales humaines (embryonnaires) et également sur des 
cellules adultes et embryonnaires de souris (muscle, poumon et 
rein). Les résultats ont été positifs tant du point de vue de leffet 
cytopathogéne trés rapide, aboutissant pour les deux espéces a 
une destruction compléte des formations conjonctives (fibro- 
blastes) et épithéliales en deux a trois jours, que du point de vue 
de la multiplication du virus dans ces cultures. 

Nous avons par ailleurs obtenu des résultats douteux de culture 
de ce virus avec des cultures de rein de lapin et des résultats 
entiérement négatifs avec les tissus de chien ou d’embryon de 
poulet. 

Ayant déterminé par dosage le titre des suspensions de virus de 
culture, nous avons procédé avec un certain nombre d’échan- 
tillons de sérums humains a des essais de séro-neutralisation 
analogues & ceux que nous pratiquons lors des enquétes 
sérologiques concernant l’infection poliomyélitique. Nous en 
publierons séparément les résultats détailllés. A Vheure actuelle, 
ce qui se dégage déja de ces recherches, c’est avant tout la régu- 
larité des résultats et la facilité de leur lecture: l’effet cyto- 
pathogéne, bien que quelque peu différent, apparait ici aussi net 
et rapide que pour la poliomyélite. Ainsi le test de séro-neutrali- 
sation pour le groupe Mengo peut étre effectué et lu simulta- 
nément avec celui de la poliomyélite. Autre constatation, la pré- 
sence d’anticorps spécifiques pour le groupe Mengo semble indé- 
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pendante et sans relation aucune avec la présence des anticorps 
spécifiques de poliomyélite des trois types. 

Nous avons jusqu’ici recherché les anticorps spécifiques pour 
le virus Mengo dans les sérums, d’une part chez quelques jeunes 
Parisiens, d’autre part dans trois groupes de Pygmées africains 
nomades de la forét tropicale de la Province Orientale du Congo 
Belge, région de Beni-Bombassa. Les résultats sont présentes 
dans le tableau II. 


Tasteau II. — Nombre de sujets présentant des anticorps 
pour les virus du groupe Mengo. 


SUJETS 


Africains (Pygmées) 


Parisiens 


1°" groupe 2° groupe 3* groupe 


Ofer 23 als eew.ae 
A DGar3 OT anaes a 44/24 
4a40ans.... 
Adultes 


* Dont deux de 4 4 6 ans. 


DISCUSSION ET CONCLUSION. 


Les premiers résultats de la culture du virus de lencéphalo- 
myélite Mengo nous permettent de tirer des conclusions suivantes : 

1° Le virus Mengo peut étre transmis par passages en série 
en cultures cellulaires de rein de singe. Sa multiplication dans 
les cultures se traduit par un effet cytopathogéne suffisamment 
rapide et régulier pour qu’il puisse étre employé comme indice de 
titrage et de tests sérologiques. 

2° Le virus Mengo manifeste en cultures cellulaires des pro- 
priétés qui le distinguent essentiellement des virus poliomyé- 
litiques : a) le caractére de la lésion cellulaire est différent ; b) les 
cultures de tissus de souris sont d’emblée réceptives A ce virus, 
ce qui n’a jamais été constaté pour aucun type de virus de polio- 
myélite ; c) fait déja établi auparavant sur |’animal et maintenant 
confirmé par nos tests en cultures cellulaires : il n’existe pas de 
corrélation sérologique entre le groupe Mengo et les virus polio- 
myélitiques. Ces conclusions rejoignent celles de Dick (46). 

3° La réceptivité cellulaire in vitro aux virus du groupe Mengo 
semble étre étroitement confinée aux cellules de quelques espéces 
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de mammifétres seulement: homme, singe, souris, peut-étre 
rat; les tissus de chien, de lapin, de poulet y sont insensibles. 

4° Nos résultats de culture sont A rapprocher des résultats 
également positifs obtenus par Chambers, Smith et Evans [47] 
avec le virus MM en culture de tissu testiculaire de l’homme et 
de la souris, et tout récemment avec le virus de lencéphalo- 
myocardite par Fabiyi [418]. Scherer et Syverton [49] ont observé 
avec le virus MM en cultures de la souche HeLa un effet cyto- 
pathogéne douteux et non transmissible. 

5° La netteté et la rapidité de l’effet cytopathogéne produit en 
cultures cellulaires par le virus Mengo permet d’effectuer des 
tests de séro-neutralisation en vue de la recherche d’anticorps 
spécifiques parallélement et simultanément avec les tests inté- 
ressant les poliomyélites. 

6° Les premiers résultats de la recherche des anticorps pour 
le groupe Mengo chez les Européens et chez trois groupes de 
Pygmées de la forét tropicale d’Afrique Centrale confirment les 
données antérieures sur la large diffusion de cette affection. I] est 
a souligner que nous avons trouvé chez les Pygmées errant dans 
la forét un pourcentage beaucoup plus élevé de sérums_ présen- 
tant des anticorps spécifiques anti-Mengo que n’en ont trouvés chez 
les Africains sédentaires, Dick en Ouganda {2], Smithburn [20] 
en Ouganda et au Tanganyika, Macnamara au Nigeria [24]. 

A la lumiére de nos expériences, l’emploi des cultures cellu- 
laires d’espéces réceptives in vitro aux virus du groupe Mengo 
s’avére un moyen de recherche particulierement maniable et 
sensible. Nous pensons qu’il pourra contribuer grandement a 
l’éiude plus serrée de ce groupe d’infections dont nous ignorons 
a Vheure actuelle encore presque tout quant a leur réservoir 
naturel et leur épidémiologie. 
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L’ACTION DE L'ISONICOTHYDRAZONE 
DE LA METASULFOBENZALDEHYDE (605 G) 
SUR LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE DU COBAYE 


I. APRES INOCULATION DE BACILLES TUBERCULEUX 
SENSIBLES A LA STREPTOMYCINE ET A L’ISONIAZIDE 
ET TRAITEMENT PER 0S 


par A. LUTZ et M=* M. A. WITZ (*). 


(Laboratoire Départemental de Bactériologie, Strasbourg. 
{Directeur : D* A. Lutz}.) 


Nous rapportons ici nos résultats de l’action de |’isonicothy- 
drazone de la métasulfobenzaldéhyde (605 G), dont nous avons 
utilisé le sel de sodium sur la tuberculose expérimentale du 
cobaye. Nous avons réalisé deux sortes d’expériences : le premier 
essai avait pour but d’empécher une tuberculose de s’installer, le 
second de traiter une tuberculose déja bien établie. 


PREMIERE SERIE D’ EXPERIENCES. 


Dans une premiére série d’expériences nous avons cherché a 
déterminer la dose active nécessaire pour empécher l’installation 
d’une tuberculose chez le cobaye. 

Trente-six cobayes males de 350 a 400 g environ ont été ino- 
culés par voie sous-cutanée présternale avec 0,5 cm* d’une culture 
en Dubos de dix jours diluée au 1/75 d’une souche humaine 
virulente (H37Rv). Cette souche est inhibée in vitro par 0,05 ug/ml 
en milieu de Dubos. Les animaux ont été répartis en quatre 
séries : une série témoin et trois séries a traiter. Le traitement par 
voie orale sous 0,5 cm* une fois par jour a été institué six heures 
apres l’inoculation et continué jusqu’au trente-deuxiéme jour 
aprés l’inoculation, date a laquelle tous les animaux ont été 
sacrifiés. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 mai 1955. 
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Voici les posologies des trois séries traitées : 


Olle cme wren Urns oe Sa naine. sacs es es 2,4 mg/kg de 605 G 
OTIC Ee nee Seen Se aes ... 4,8 mg/kg de 605 G 
Sriowiaruem rece anced alien, Ae cu eee Shas 9,6 mg/kg de 605 G 


Tous les huit jours les animaux des quatre séries ont été 
examinés afin de rechercher l’installation possible d’hypertrophie 
ganglionnaire et d’abcés au point d’inoculation. 

L’évolution du poids des cobayes a été suivie par pesées tous 
les six jours. 

On trouvera résumés, dans la fig 1 et selon la notation de base 
de Feldmann et coll., les résultats obtenus par autopsie au 
trente-deuxiéme jour aprés ]’inoculation 

Cette figure montre les faits suivants : 


1° Témorns : Dans tous les cas des abcés au point d’inoculation, 
des ganglions axillaires bilatéraux renfermant des bacilles tuber- 
culeux a l’examen microscopique, et dans 7 cas sur 10 de gros 
ganglions trachéobronchiques. Trois cobayes présentent des 
lésions miliaires du poumon. Les rates plus ou moins hyper- 
trophiées présentent des lésions nodulaires. Dans six cas on note 
quelques lésions macroscopiques du fole. 


2° PREMIERE SERIE : 2,4 mg/kg 605 G per os. — Un cobaye est 
mort le vingt-huiticme jour, de cause non déterminée. Dans trois 
cas sur sept un petit abcés au point d’inoculation a pu se déve- 
lopper; chez quatre cobayes on note une légére hypertrophie 
ganglionnaire unilatérale positive a l’examen microscopique. 

Dans trois cas il y a légére hypertrophie des ganglions tra- 
chéo-bronchiques. 

Il n’y a pas de lésions macroscopiques du foie. Les rates sont 
légérement hypertrophiées et présentent quelques lésions miliaires 
et nodulaires. 


3° DreuxiiME sERIE : 4,8 mg/kg 605G per os. — Dans cette 
série on reléve seulement une hypertrophie ganglionnaire légére 
chez trois cobayes. L’examen microscopique a montré la présence 
de rares bacilles tuberculeux. 


4° Troisizme sire: 9,6 mg/kg 605G per os. — Le 605G 
administré a cette dose a empéché l’installation de toute lésion 
macroscopiquement visible. 

Reproduisons sur une courbe les valeurs moyennes des poids 
des cobayes témoins et de ceux ayant recu 9,6 mg/kg de 605 G 
(figs). 
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Cette figure montre que le « 605 G » exerce une action nette sur 
la courbe pondérale et qu’il est trés bien toléré. 


DEUXIEME SERIE D’ EXPERIENCES. 
TRAITEMENT D'UNE TUBERCULOSE INSTALLEE. 


Nous avons réalisé deux expériences : la premiére avec une 
souche humaine virulente (H37Rv), la seconde avec une souche 
humaine virulente isolée récemment d’un tubage gastrique. 


Exprrience 1. — Souche inoculée : H37Rv. 
40 cobayes males de 400 a 450 g sont inoculés par voile sous- 
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cutanée présternale avec 0,5 cm* d’une culture en Dubos de dix 
jours diluée au 1/50. 

Cetle souche est inhibée in vitro par 0,05 pg/ml de 605 G. 

Sur 35 cobayes restant le_vingtiéme jour, 7 sont sacrifiés le 

vingt et uniéme Jour apres l’inoculation et constituent les témoins 
pré-traitement. 

Les 28 autres sont répartis en deux séries de 14 cobayes : une 
serie témoin et une série de cobayes traités, pendant soixante 
jours par 8 mg/kg de 605 G, administré per os sous 0,5 cm’, une 
fois par jour. 
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Le quatre-vingt et uniéme jour aprés l’inoculation tous les 
cobayes sont sacrifiés. 

La fig. 3 résume nos observations. 

Cette expérience montre que, d’aprés les lésions macrosco- 
piques, le 605G administré une fois par jour per os a fait 
régresser les lésions tuberculeuses ganglionnaires. 

Par rapport aux témoins pré-traitement on note chez les 
témoins une nette évolution des Iésions tuberculeuses des divers 
organes. Trois d’entre eux sont morts avant le quatre-vingt et 
uniéme jour. 

Aprés soixante jours de traitement on ne note plus que deux 
petites hypertrophies de ganglions axillaires, révélant de trés 
rares bacilles 4 ’examen microscopique, mais dont les cultures 
sur milieu de Loewenstein sont restées négatives aprés soixante 
jours. 

L’examen macroscopique des organes semble normal dans tous 
les cas, sauf un foie qui présente quelques trainées jaundatres. 

Voici résumé dans le tableau I leur indice de tuberculisation 
par rapport aux témoins, d’aprés la notation de Feldmann : 


TABLEAU I. 


LESIONS 
Z $12 
(=) =] ° 
ees 
g ae a6 os 
° GO) — 
2 | 8.| 3.23 | ae las Mortalité 
ea 5 me | O32 | Ba | oe 
ie ee} E23] 37 
q a|3 
& = | o 
5 Set | PA 
Témoins pré-traitement.| 18 42,8 | 15 8 2,8 | 56,6 sacrifiés 7 
le 24° jour 
TEMOINS te oe vse: AT, AN 1952) 44,6 | 952.1) 057 |60)8 3/414 
605 G 8 mg/kg/jour. . .| 0 0 0 0,4] 0 0,4 0/44 


Ee 


Comme dans l’expérience précédente, les cobayes ont été suivis 
par des pesées hebdomadaires et nous avons observé une influence 
trés favorable du 605 G sur les courbes de poids. L’examen micro- 
scopique du broyat homogénéisé du poumon et de la rate de 
5 animaux traités a été négatif. Les cultures sur milieu de 
Loewenstein n’ont pas montré de croissance de bacilles tuber- 
culeux aprés deux mois. 
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Exp. 2. — Souche inoculée : souche de bacilles tuberculeux 
humains n° 545 isolée récemment d’un tubage gastrique. 

Trente et un cobayes males de 400 g environ sont inoculés par 
voie sous-cutanée présternale avec 0,05 mg de bacilles tuber- 
culeux. 

Cette souche est inhibée in vitro par 0,15 yg/ml de 605 G. 

Le vingt-deuxiéme jour, 6 cobayes sont sacrifiés pour évaluer 
les lésions pré-traitement. 

Les cobayes restants sont répartis en deux séries : une série 
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témoin et une série traitée par 8 mg/kg de 605 G per os, admi- 
nistré sous 0,5 cm’, pendant soixante-quatre jours. 

‘Le quatre-vingt-sixiéme jour aprés Jlinoculation, tous les 
cobayes sont sacrifiés. 

Voici les résultats (fig. 4), d’aprés le schéma de Feldmann et 
Hinshaw. 

Cette figure met en évidence la grande efficacité du 605 G sur 
la tuberculose expérimentale de cobaye. 

Dans un seul cas, on constate la présence d’un petit ganglion 
et d’un petit abcés au point d’inoculation. 

L’examen microscopique du ganglion a montré la présence de 
trés rares bacilles tuberculeux. 
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Dans 2 cas, nous avons nolé quelques petites lésions miliaires 
du poumon, en régression. 

Chez 5 animaux de la série traitée, nous avons pulpé la rate 
et les poumons ; les examens microscopiques et les cultures sont 
restés négatifs. 

Les examens correspondants chez les animaux témoins ont été 
positifs dans tous les cas. 

Des résultats des recherches histopathologiques feront |’ objet 
d’une communication ultérieure. 

Nous avons suivi la courbe pondérale des cobayes par des 
pesées hebdomadaires. 

Les résultats moyens obtenus sur les animaux traités par rap- 
port aux animaux témoins sont exposés dans la figure 5. 


CONCLUSIONS. 


Ce travail met en évidence que l’isonicothydrazone de la méta- 
sulfobenzaldéhyde, corps a indice chimiothérapique extrémement 
élevé, et pour des doses relativement faibles, largement dépassées 
en clinique : 

1° Empéche chez le cobaye J’installation d’une tuberculose 
expérimentale et en particulier de l’adénopathie tuberculeuse ; 

2° A un effet spectaculaire sur la régression des lésions tuber- 
culeuses installées, ce qui confirme nos observations in vitro. 


ETUDE DE L’INDUCTION 
PAR L’IRRADIATION ULTRAVIOLETTE 
DE QUELQUES CULTURES D’f. COL/ K1i2 
PREALABLEMENT RENOUES COLICINOGENES 
PAR TRANSDUCTION () 


par Y. HAMON et Z. ¥. LEWE (*). 


(Institut Pasteur, Service des Bactériophages) 


INTRODUCTION. 


Fredericq [4] a montré récemment qu’une souche non colicino- 
géne, cultivée en présence d’une souche colicinogéne, acquérait 
la propriété héréditaire de produire la colicine spécifique de cette 
souche. La culture ainsi obtenue conserve tous les caractéres qui 
marquent la souche non colicinogéne initiale et n’en différe que 
par la production de colicine. Ce phénoméne se place dans le 
cadre de la transduction suivant le terme proposé par Leder- 
berg [2] pour définir les diverses manifestations de l’hérédité 
contagieuse (acquisition de la propriété d’élaborer un nouvel 
anligéne, une substance antibiotique, acquisition d’un caractére 
biochimique nouveau, etc.). Nous nous sommes demandé quelle 
influence pouvait exercer acquisition de la propriété colicino- 
géne sur le métabolisme (1) des cellules bactériennes, en parti- 
culier sur induction de ces cellules A produire leurs bactério- 
phages de lysogénéité aprés l’exposition des cultures aux U.V. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 mai 1955. 

(**) Boursitre du Gouvernement francais. 

(1) Les tests qualitatifs classiques employés pour 1’étude  bio- 
chimique des £. coli n’ont pas pu révéler, jusqu’a présent, de diffé- 
rences significatives, dans le métabolisme d’E. coli K12 normal, apres 
acquisition de diverses propriétés colicinogénes. 
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MATERIEL ET TECHNIQUE. 


Les cultures suivantes ont été utilisées : 

I. La souche £. coli K12 lysogéne, de Lederberg, rendue résistante 
i 20 pg de streptomycine/cm’, et la variété non lysogéne K12S qui 
sert de souche indicatrice pour le bactériophage 1 de E. coli K12 lyso- 
gene. 

Il. Les 5 cultures suivantes, dérivées de la souche K12 lysogéne : 

a) TR1: transduite par E. coli K380 A produire la colicine ER 
(groupe E) ; 

b) TR2: transduite par Sh. sonnei P9 A produire la colicine $3 
groupe E) ; 

c) TR6 : transduite par E. coli CA18 a produire la colicine B ; 

d) TR7: transduite par E. coli K235 4 produire la colicine K (2) ; 

e) TRA transduite par la souche colicinogéne E. coli 1829 (colicine B) 
appartenant au groupe sérologique : O : 111, B: 4, H : 2; lysotype 
Tourcoing. 

III. Les trois cultures suivantes dérivées de K12S:TRI1’, TR6’ 
et TRA’ transduites respectivement &4 produire les colicines des 
souches K30, CA18 et 1329 d’EZ. coli. 

Nous avons obtenu les souches TRA, TRA’, TRI’ et TR6’ par la 
technique sélective de Fredericq [4]. 

La formule de milieu adoptée au cours de ces expériences a été la 
suivante : bouillon de macération et digestion pepsique : 5 parties + 
eau peptonée Vaillant 5B 4 3 p. 100: 1 partie. 

L’ensemencement s’est fait par addition de 1/10 de centimétre cube 
d’une culture de 24 heures dans 10 cm®* de ce milieu. La culture a été 
réalisée par agitation mécanique a 37° C. 

Au début de la phase exponentielle de croissance, la culture, agitée 
en couche mince, a été exposée pendant trois minutes a l’irradia- 
tion U. V. Nous avons utilisé une lampe 4 vapeur de mercure 4 haute 
tension et basse pression, libérant 4 une distance de 50 cm une 
énergie de 4000 ergs/mm?/min. pour la radiation principale de 


2537 A. 
Des mesures turbidimétriques ont été effectuées toutes les trente 


minutes 4 l’aide du photocolorimétre monocellule de Jouan (emploi 
de l’écran vert n° 6) ; ces mesures ont permis de tracer les différentes 
courbes de variations de la turbidité pour chacune des cultures 
étudiées. 

Aprés une période d’incubation de trois heures, les cultures ont 
été stérilisées par le chloroforme suivant la technique préconisée par 
Fredericq pour le titrage des entérobactériophages. Précisons que les 
cultures chloroformées ont été laissées au repos pendant quarante 
minutes avant le titrage des bactériophages et des colicines dans le 
surnageant. Ces titrages ont été réalisés par la méthode dite « a la 
goutte », dont la précision nous a paru suffisante (chaque titrage a été 


(2) Les 4 souches TR1, TR2, TR6 et TR7 nous ont été aimablement 
envoyées par le D® Fredericq ; nous lui exprimons notre reconnaissance. 
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effectué en double ou triple exemplaire et nous avons fait la moyenne 
des différentes valeurs obtenues). Dans tous les cas, des cultures 
témoins non irradiées ont subi le méme traitement aprés une durée 
d’incubation de trois heures. 

Les souches sensibles utilisées pour révéler le degré d’activité des 
colicines ont été les suivantes: E. coli K12 pour la colicine de TRI et 
TRI’, Sh. paradysenteriae Y6R pour TR2, TRA et TRA’, EL. coli B 


pour TR6, TR6’ et TR7. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


1° E. coli souche K12 lysogéne non colicinogéne. 

La technique d’isolement de colonies transduites utilise l’effet 
sélectif de la streptomycine sur la fraction de population suscep- 
tible d’étre transduite. De ce fait, les différentes cultures rendues 
colicinogénes que nous étudions ici sont résistantes a4 20 pg de 
streptomycine par centimétre cube. Nous avons isolé des mutants 
streptomycino-résistants (20 pg/cm*) d’E. coli K12 normal pour 
pouvoir comparer, avec rigueur, l’induction de la _ propriété 
lysogéne des différentes souches transduites avec celle de K12 
non colicinogéne. 

Une telle culture irradiée subit rapidement la lyse totale 


TaBLeau I. 
Titrage des colicines des souches E. coli Ki2 transduites. 


colicinogénes 


TR 1 . 
Témoin non irradié! 
Culture irradiée ! 


Témoin non irradié 
Culture irradiée 


! 
PRE 2 ! 
! 


TR 6 ! 
Témoin non irradié! 
Culture irradiés 1! 


RST, 
Témoin non irradié 
Culture irradiée 


TR A 
Témoin non irradié 
Culture irradiée 


IC : inhibition confluente ; I C— : inhibition non confluente ; IC V : inhibition 
confluente trés yoilée ; I C vy : inhibition confluente légérement voilée ; 1 C (n+) : 


inhibition confluente avec un certain nombre de plages. 
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apres une période de croissance résiduelle de une heure trente 
(tableau I). Cette lyse s’accompagne d’une libération massive de 
bactériophages provoquée par la transformation du prophage, 
en corpuscules infectieux (effet Lwoff [3}). Le titre des bactério- 
phages s’éléve a 30.10° corpuscules par centimétre cube. Cette 
souche, étudiée dans de nombreux laboratoires, a toujours été 
considérée comme non colicinogéne jusqu’a présent. 


2° E. coli, souche K12 transduite TR1. 

Comme FE. coli K12 non colicinogéne, la culture transduite TR1 
subit la lyse totale, deux heures trente aprés l’irradiation. La 
figure 1 montre que l’allure de la courbe de TR1 se superpose 
approximativement a celle de la souche K12 lysogéne normale. 
Le rendement en bactériophages est également trés voisin de 
celui de K12 non colicinogéne. 

Le titre de la colicine élaborée par cette culture est faible 
(tableau I). La recherche de l’inductibilité de la propriété coli- 
cinogéne de TR1 étant’ génée par l’inductibilité de la propriété 
lysogéne, nous avons étudié la croissance de la culture transduite 
TRI’ aprés irradiation convenable (rappelons que cette culture 
transduite a été obtenue a partir de la variété K12S non lysogéne) : 
la courbe représentative de cette croissance ne présente pas le 
plateau caractéristique des cultures colicinogénes inductibles [voir 
note (3), p. 343). La propriété colicinogéne de la culture TR1 ne 
semble donc pas inductible par les U. V. 

Notons que les dilutions limites des cultures chloroformées de 
TR1 et de TR6 donnent sur la souche K12S de petites taches 
a bords irréguliers, sans culture secondaire apparente, en plus 
des plages typiques du phage tempéré. Ces taches simulent, 4 s’y 
méprendre, des plages de bactériophages virulents. Toutefois, 
si on les préléve, on n’observe aucune multiplication de l’agent 
responsable. Il s’agit vraisemblablement d’une action particuliére 
des colicines, que nous avons remarquée et étudiée a maintes 
reprises et qui a été signalée pour la premiére fois par Fre- 
dericq [4]. . 


3° E. coli souche K12 transduite TR2. 

Cette culture, aprés l’irradiation ultra-violette, poursuit sa crois- 
sance ralentie pendant une heure et demie comme les cultures 
précédentes, mais la courbe de turbidité présente ensuite une 
évolution en plateau, comme le fait généralement une culture 
colicinogéne inductible. 

L’absence de lyse de toute la population bactérienne a pour 
conséquence un titre relativement faible en  bactériophages : 
2.10* corpuscules par centimétre cube. L’acquisition de la pro- 
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priété colicinogéne diminue done le rendement en bactériophages % 
d’environ quinze fois. 

L’induction de la propriété lysogéne de TR2 par Virradia- 
tion U. V., quoique partielle, est cependant considérable : par 
rapport a un témoin non irradié, le rendement en bactériophage 
est approximativement multiplié par le coefficient 2000. 

L’absence de lyse décelable prouve que la diminution du ren- 
dement en bactériophage n’est pas causée par une diminution 


s 


TURBIDITE 


68 8.000 
WwW 
= 

64 70005 
rs} 

6.0006 

60 WwW 

ne Grssccaeee 5.0000 
wn 

56 4.000@ 
z 

30005 

52 z 

x / 2000g 
48 L7” COLICINE rm) 
ye ooo 
Z 
MUM | 2 3 HEURES 


du rendement unitaire de chaque bactérie, mais par un blocage 
du développement du prophage dans une fraction importante de 
la. population,, accompagné. d’une libération. probablement. nor- 
male dans la petite fraction induite. 

Cette culture élabore une quantité trés importante de colicine 
(voir tableau I). Cette colicine est inductible comme le montre 
la figure 3. Cette quantité est environ quatre-vingts A cent 
fois supérieure a celle qui est élaborée par la souche TRI. 


4° E. coli K12 transduite TR6. 

La courbe turbidimétrique de TR6 se superpose 4 celle de K12 
normal] et de TR1. En particulier, le titre des bactériophages libérés 
est également de 30.10% corpuscules par centimétre cube. Cette 
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culture libére une petite quantité de colicine par rapport a TR 
et TR7. L’irradiation provoquant la lyse massive des bacteéries, 
libérerait une certaine quantité de colicine intrabactérienne, 
d’ou l’augmentation légére du rendement constatée par rapport 
au témoin non irradié. 

La propriété colicinogéne de TR6 ne semble pas inductible 
par Virradiation U. V., la courbe turbidimétrique de TR6’ irradiée 
présentant une allure différente de celle d’une culture colicino- 
géne inductible. 


5° E. coli K12 transduite TR7. 

Comme celle de TR2, la courbe de turbidité de TR7 présente 
un plateau aprés une heure et demie de croissance résiduelle. 
Le titre du bactériophage libéré par cette culture irradiée s’éléve 
a 2,5.10® corpuscules par centimétre cube environ (douze fois 
moins que E. coli K12 non colicinogéne), Le phénoméne de 
Vinduction est donc limité a une petite fraction de la population ; 
l’augmentation du titre n’est cependant pas négligeable par rap- 
port au témoin non irradié (x 2500 environ). Comme TR2, cette 
culture élabore une quantité considérable de colicine; la pro- 
priété colicinogéne de cette culture est inductible par lirradia- 
tion U. V. (voir tableau I et fig. 3). . 


6° E. coli K12 transduite TRA. 


Comme les cultures TR2 et TR7, la courbe turbidimétrique de 
TRA irradiée ne décroit pas aprés croissance résiduelle ; elle 
évolue en plateau pendant une heure trente a deux heures. Tou- 
tefois, nous avons obtenu, dans certains cas, une lyse totale de 
toute cette population sans libération de corpuscules bactério- 
phagiques, ni libération de colicine. Il s’agit probablement d’un 
phénoméne d’autolyse que nous avons pu observer également 
avec TR2 (irradiation tardive en période précédant la phase de 
ralentissement). 


L’induction de la propriété lysogéne de cette culture ne s’étend 
qu’a une petite fraction de la population. Le titre des bactério- 
phages libérés s’éléve a 1,25.10® corpuscules par centimétre cube. 
Cette culture transduite libére done vingt-quatre fois moins de 
phages que EF, coli K12 non colicinogéne. La quantité de colicine 
élaborée par cette culture est relativement faible. Comme fe 
montre la figure 3, cette quantité augmente légérement aprés irra- 
diation ; cette augmentation, difficile a interpréter a priori, reléve 
de Vinductibilité de la propriété colicinogéne et non de la libéra- 
tion de la colicine intrabactérienne par la petite fraction de popu- 
lation lysée ; en effet, la transduction de cette propriété colicino- 
géne 4 E. coli K12S (souche TRA’) fournit une culture qui donne, 
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aprés irradiation, une courbe turbidimétrique semblable a celle 
des bactéries colicinogénes inductibles (38). 


Discussion. 


Les cultures transduites que nous venons d’examiner se com- 
portent done différemment aprés le choc inducteur. Elles peuvent 
étre réparties en deux catégories: a) les unes, TRI et TR6 
restent inductibles comme la souche K12 initiale non colicino- 
géne ; toute la population considérée se lyse et libére la méme 
quantité de bactériophages que E. coli K12 normal. b) Les autres, 
TR2, TR7 et TRA présentent une inductibilité limitée a une 
petite fraction de leur population. Chez la majorité de ces bac- 
téries, le développement du prophage est entravé par la pro- 
priété colicinogéne transduite; la quantité de bactériophage 
hbérée est, par conséquent, relativement faible. 

A quels facteurs pourrait-on attribuer le blocage de l’induction 
de la propriété lysogéne dans la grande majorité des bactéries 
de ces cultures? Le plasmagéne, qui serait responsable, selon 
Fredericq, de la propriété colicinogéne (ou tout autre facteur 
génélique) ne pourrait-il créer une perturbation du métabolisme 
des acides nucléiques de la cellule, susceptible d’inhiber la 
synthése de ’A. D. R. N. du bactériophage ? Nous pensons que 
cette hypothése doit étre écartée : dans certains milieux pauvres 
ne permettant pas l’élaboration des colicines respectives de TR2, 
TR7 et TRA, le rendement en bactériophages d’une fraction 
importante de ces populations induites s’est montré identique 
a celui d’une fraction correspondante de la souche K12 non coli- 


(3) L’étude de l’induction des bactéries colicinogénes nous fait par- 
tager l’opinion de Fredericq [5]. L’irradiation de nombreuses souches 
d’E. coli colicinogénes inductibles provenant de cas de gastro-entérite 
du nourrisson, ainsi que quelques cultures inductibles de K12S trans- 
duites donne lieu a la formation d’un plateau aprés une phase de 
croissance résiduelle de deux heures environ. 

La production de colicine débute immédiatement aprés l’irradiation. 
L’induction des bactéries colicinogénes se différencie donc nettement 
de celle des bactéries lysogénes. 

La lyse qui accompagne l’induction d’Z. coli ML, telle que l’a 
signalée Jacob, parait devoir étre attribuée 4 induction d’une des 
propriétés lysogénes de cette culture plutét qu’a l’induction de la 
propriété colicinogéne. 

Ces constatations ne préjugent pas, d’ailleurs, de la nature du 
mécanisme de la libération de colicines par les bactéries induites : 
aprés la phase de croissance résiduelle, le plateau observé est-il dd 
4 une bactériostase avec hypersécrétion de la colicine ou a une lyse 
progressive masquée par la croissance compensatrice des _ bactéries 


non induites ? 
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cinogéne. Il faut donc admettre que c’est la synthése de la -pro- 
téine létale et non la présence du facteur héréditaire correspon- 
dant qui entrave le développement prophage —> bactériophage, 
a un stade qui reste 4 préciser. (Les données actuelles attribuent, 
en effet, aux acides nucléiques un rdle important dans la syn- 
thése protéique.) 

Il convient de noter que les propriétés colicinogénes de ces 
trois cultures transduites sont inductibles, TR2 et TR7 élaborant 
une quantité considérable de colicine (fig. 3). Au contraire, les 
propriétés colicinogénes de TRI et TR6, transduites a K12S 
(souches TRI’ et TR6’) ne paraissaient pas inductibles dans les 
conditions expérimentales adoptées ici. Dés lors, on peut aisé- 
ment concevoir que, lorsque la majorité d’une population est 
induite A synthétiser une colicine de structure particuliére, une 
réaction essentielle a Vinduction de la propriété lysogéne se 
trouve inhibée ou déviée au profit de la synthése de la protéine 
létale. Les phénoménes observés se comportent comme s'il exis- 
tait une véritable compétition entre linduction de la propriété 
lysogéne et celle de la propriété colicinogéne. 

Nous ne terminerons pas cette discussion sans signaler que 
la lysogénisation par le bactériophage 4 d’une culture de K12S 
transduite (souche TRA’ par exemple) ne diminue pas le titre 
de la colicine élaborée ; au contraire, elle ]’augmente légérement : 
Vacquisition de la lysogénéité n’entrave done pas l’induction des 
bactéries colicinogénes. 

L’interférence des propriétés lysogénes et colicinogénes semble 
donc unilatérale, du moins pour les divers systémes étudiés ici. 


R&suUME. 


L’étude de l’induction par les U. V. de la propriété lysogéne 
de quelques cultures d’E. coli K12, rendues artificiellement coli- 
cinogénes par transduction, permet de répartir ces cultures en 
deux groupes : 

a) Les unes, TR1 et TR6, répondent au choc inducteur comme 

la souche E. coli K12 initiale non colicinogéne ; toute la popu- 
lation considérée se lyse aprés une période de croissance rési- 
duelle et libére la méme quantité de bactériophage qu’E. coli K12 
normal. 
b) Les autres, TR2, TR7 et TRA, présentent une inductibilité 
limitée & une petite fraction de leur population ; chez la miajo- 
rité de ces bactéries, l’induction de la propriété lysogéne est 
entravée par la propriété colicinogéne transduite ; la éulture ne 
se lyse pas, mais sa turbidité évolue suivant un plateau, comme 
le fait une culture colicinogéne inductible ; la quantité de bacté- 
riophages libérés est, par conséquent, relativement faible. 
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Ce blocage de l’induction de la propriété lysogéne ne parait 
pas causé par la présence du plasmagéne (ou d’un facteur géné- 
tique) responsable de la propriété colicinogéne, mais par la syn- 
thése de la colicine elle-méme. 

C’est a Vinduction de cette synthése dans l’ensemble des 
populations considérées que serait due l’inhibition du dévelop- 
pement du prophage, a un stade qui reste a préciser. 
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SUR LES ESPECES DE LEVURES 
FERMENTANT SELECTIVEMENT LE FRUCTOSE 


par E. PEYNAUD et M' S. DOMERCQ (°). 


(Station agronomique et cenologique de Bordeauz) 


On sait depuis longtemps que la généralité des levures attaque 
de préférence le glucose dans un mélange a parties égales de 
glucose et de fructose. Gayon et Dubourg furent les premiers 
a observer, en 1890, que quelques levures se comportent diffé- 
remment et attaquent d’abord le fructose d’une solution de sucre 
interverti [4] (on pourrait les appeler « fructophiles » par oppo- 
sition aux levures « glucophiles »). Ces auteurs signalent quatre 
levures ayant cette propriété: une « sorte de Saccharomyces 
exiguus », une levure apiculée et deux autres ne faisant pas 
fermenter le saccharose. Quelques années plus tard [2], ils pré- 
cisent que ces levures sont exceptionnelles et ne se trouvent pas 
d’ordinaire sur le raisin. Cependant, en 1897, dans une étude 
analytique des vins de Sauternes [8], Dubourg constate que 
certains présentent plus de glucose que de fructose. De l’un d’eux, 
Dubourg isola 10 levures atiaquant plus rapidement le fructose 
que le glucose. Il n’a pas identifié ces levures ; il signale simple- 
ment qu’elles ne font pas fermenter le saccharose. Moyennement 
alcoogeénes, elles ne forment que 5° a 9° d’alcool, mais elles 
peuvent se développer dans des milieux trés sucrés. Ces levures 
isolées par Dubourg sont désignées généralement sous le nom de 
levures de Sauternes [4]. 

On connait aujourd’hui, grace aux travaux de Hopkins {5, 6] 
et surtout de Gottschalk, le mécanisme de la fermentation sélec- 
tive des sucres. Gottschalk a montré que des différentes formes 
du fructose présentes dans une solution, seul le fructofuranose 
est fermentescible [7]. Cette forme qui constitue a peu _prés 
ee p. 100 de la concentration totale, a l’équilibre a la température 
de 25° © [8], a environ deux fois l’affinité du glucose pour ’hexo- 
kinase de la levure, enzyme de la transphosphorylation de lacide 
adénosinetriphosphorique au glucose [9]. Dans les cas habituels, 
la concentration plus grande du glucose lemporte sur l’affinité 


(*) Manuscrit recu le 3 juin 1955. 
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plus grande du fructofuranose pour l’enzyme et le glucose est 
attaqué le premier. 

D’aprés Gottschalk, la fermentation sélective du fructose par 
certaines levures ne s’expliquerait pas par un équipement enzy- 
matique différent de celui des autres levures, mais serait due 
a une perméabilité préférentielle de la membrane de la cellule 
vis-a-vis de ce sucre [40]. Dans ses recherches sur la perméabilité 
de la Jevure, Conway a montré cependant que la pénétration 
passive des sucres dans la levure est minime ou nulle. 


IDENTIFICATION DE LA LEVURE DE DupBourG. 


Une souche de cette levure nous a été fournie par 1|’Institut 
Pasteur de Paris. 

a) Caractéres morphologiques. 

Culture sur mott de raisin: les cellules jeunes sont ovales, 
plutdt allongées, isolées ou par paires (4-5) x (7-15) pw. Le liquide 
fermenté est limpide, le dépdot formé floconneux. 

Culture sur mott gélosé : les cellules ont la méme forme et les 
mémes dimensions qu’en milieu liquide. La culture en stries est 
beige, d’épaisseur réguliére, a surface granuleuse et bordure 
lisse. 

Sporulation sur bouillon de carotte gélosé : le plus souvent on 
distingue que la conjugaison isogamique précéde la formation de 
Vasque. Les spores sont grosses et rondes. On en compte de | 
a 4 par asque. 

b) Caractéres physiologiques : 


FERMENTATION ASSIMILATION 

GIUCOSEm ace eae cee a wee aed eee as + + 
Galactose; @ aie sate © ae ee one — ? 
CAGCIOROSG:7 «omc: aco lar & flay pl Oecd a Gi S = 4 
MaliOSe aceite) as rks tie eae Gaeta: _ _ 
Lactose (4 fr ese a ee _— = 
IREVIMINOTS 6 5 6 6 5-6 6 5 Abo oe bee _— 

Assimilation aérobie de l’éthanol. ........... négative. 
Utilisationwdesmnltra tes) mcm mesa ees e-Mail négative. 
Utilisation de ’azote ammoniacal..........-.. positive. 


Contrairement aux premiéres indications de Dubourg, nous 
trouvons que cette levure fait rapidement fermenter le saccharose. 
Elle s’identifie parfaitement avec Saccharomyces elegans Lodder 
et Kreger-van Rij. Nous avons pu la comparer a la souche 
authentique du Centraalbureau voor Schimmelculture de Delft. 
Lodder et Kreger-van Rij trouvent avec cette levure une légére 
fermentation du raffinose, que nous n’avons pu mettre en évidence 
avec la technique des tubes a clochette de Durham. 
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FERMENTATION SELECTIVE DES DIFFERENTES ESPECES DE LEVURES. 


Ayant isolé, dans le cadre d’une étude des levures de ia 
Gironde [414, 12], 573 souches provenant de la région de Sauternes 
et de raisins attaqués par Botrytis cinerea (pourriture noble), 
ainsi que 143 souches provenant de vins liquoreux, nous avons 
recherché les espéces de levures qui se conduisent comme !a 
levure de Dubourg. 

Nous avons identifié sur les raisins et dans les motits en fermen- 
tation de Sauternes les levures suivantes : 92 Kloeckera apicu- 
lata, 98 Torulopsis bacillaris, 292 Saccharomyces. ellipsoideus, 
42 Sacch. oviformis, 8 Sacch. chevalieri, 6 Sacch. carlsbergensis, 
6 Sacch. italicus, 2 Sacch. fructuum, 2 Sacch. steineri, 3 Sacch. 
heterogenicus, 1 Sacch. veronae, 4 Sacch. acidifaciens, 3 Sacch. 
elegans, 5 Torulaspora rosei, 1 Torulaspora delbrueckii, 1 Pichia 
fermentans, 1 Pichia menbranaefaciens. 

Dans les vins liquoreux bien conservés par l’anhydride sulfu- 
reux, ou ayant été le siége de refermentations, les levures sui- 
vantes ont été rencontrées : 12 Sacch. ellipsoideus, 57 Sacch. 


Tasteau I, — Fermentations respectives du glucose 
et du fructose avec diverses levures. 


Mott de raisin ayant 212 g de sucres réducteurs. Teneurs en sucres restants 
en grammes par litre. 
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oviformis, 40 Sacch. acidifaciens, 10 Sacch. heterogenicus, 
2 Sacch. elegans et 22 Saccharomycodes ludwigii. 

Nous avons sulvi avec ces diverses espéces de levures, et avec 
quelques autres provenant également de vins ou de la collection 
du C.B.S.C., les fermentations respectives du glucose et du 
fructose d’un méme moiut de raisin ayant 212 g de sucres réduc- 
teurs (dont 104 g de glucose et 108 g de fructose). A titre 
d’exemple, le tableau I reproduit pour quelques levures le 
détail des résultats obtenus. 

Willstatter et Sobotka [43, 14] représentent la sélectivité d’une 


: C= 
levure par un facteur K — S : 


trations initiales du glucose et du lévulose et y et z leurs concen- 
trations 4 un moment donné. Ce calcul revient a exprimer les 
rapports des taux des différents sucres fermentés. En réalité, 
K n’est pas constant au cours de la fermentation : il diminue 
pour les levures glucophiles ; il augmente pour les levures fructo- 
philes. I] convient donc de faire les comparaisons a teneur égale 
en sucre fermenté. Nous calculons graphiquement le pourcentage 
de glucose fermenté lorsque 50 p. 100 du fructose a disparu. 
Nous avons réuni ces résultats pour les levures étudiées dans le 
tableau II. 
On distingue de la sorte trois catégories de levures : 

1° Celles qui ont fait fermenter 4 ce moment plus de 75 p. 100 
du glucose. Ce sont les plus nombreuses, les levures glucophiles. 
On rencontre dans cette catégorie la plupart des Saccharomyces, 
Saccharomycodes ludwigti, les Brettanomyces, Kloeckera afri- 
cana, Pichia fermentans. 

2° Celles qui, telle la levure de Dubourg, attaquent élective- 
ment le fructose et qui n’ont touché dans ces conditions que 5 
a 10 p. 100 du glucose. Nous n’avons trouvé que quatre espéces 
de levures dans ce cas: Sacch. acidifaciens, Sacch. elegans, 
Sacch. rouxti et Torulopsis bacillaris. 

3° Enfin les levures qui attaquent les deux sucres avec des 
vilesses assez voisines, tout au moins au départ de la fermen- 
tation. Lorsqu’elles ont attaqué la moitié du fructose, 40 4 60 p. 100 
du glucose ont disparu. Huit espéces de levures entrent dans cette 
catégorie, dont Kloeckera apiculata. Cette levure fait d’abord 
fermenter de préférence le glucose, puis transforme mieux le 
fructose en fin de fermentation. 

La fermentation sélective des sucres constitue un caractére de 
lespéce et nous avons toujours trouvé a ce sujet une parfaite 
identité de comportement entre les nombreuses souches étudiées 
pour une méme espéce. L’épreuve de fermentation sélective du 
glucose et du fructose mérite donc d’étre ajoutée aux autres tests 


ou yo et zo sont les concen- 
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Tasteau IJ. — Fermentations sélectives d’une série de levures. 
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POURCENTAGE 
de glucose fermenté 
quand la moitié 
du fructose 
a disparu 
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Saccharomycodes ludwigit . 
Brettanomyces Ss. p.... 
Kloechera africana . 

Pichia fermentans. . 


Sacch. acidifaciens.. . 
Sacch. elegans . 
Levure de Dubourg. 
Sacch. roux% . em 
Torulopsis bacillaris. . 


Sacch. veronae. . . 
Torulaispora rosei . ee 
Torulaspora delbrueckii. . 
Kloeckera apiculata. . 
Kloeckera magna..... 
Pichia menbranezfaciens. . 
Hansenula anomala. . . 
Candida parapsilosis . . 


physiologiques d’identification. Elle peut aider a la classification 
de levures souvent difficiles & caractériser, telles que Sacch. 
elegans ou encore Torulaspora rosei. 

Notre travail précise, d’autre part, la répartition de ces levures. 
La présence de Torulopsis bacillaris est assez caractéristique des 
raisins attaqués par Botrytis cinerea. Par contre, Sacch. acidi- 
faciens et Sacch. elegans ne sont pas trés répandus dans les 
motts ot! on ne les a trouvés que sept fois sur 573 souches. Ils 
sont par contre trés fréquents dans les vins, tout particuliérement 
Sacch. acidifaciens qui est la cause de nombreux cas de refermen- 
tation de vins liquoreux. On s’explique done que Dubourg ait 
trouvé sur les raisins pourris des levures fructophiles de faible 
pouvoir alcoogéne, qui devaient étre vraisemblablement des 
Torulopsis bacillaris, et qu'il ait isolé d’un vin la souche de 
Sacch, elegans de la collection de l'Institut Pasteur. Les levures 
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n’attaquant pas le saccharose qu’il a rencontrées appartenaient 
vraisemblablement a l’espéce Sacch. acidifaciens. Mais on peut 
souligner que ces levures ne sont pas réellement spécifiques de 
la région de Sauternes et qu’elles se trouvent aussi bien dans 
d’autres régions. 

On remarque que les levures fructophiles offrent des qualités 
exceptionnelles de résistance a certains facteurs. Sacch. rouzii 
est une levure osmophile, capable de se développer dans des 
sirops de sucre de 850 g par litre ou dans des solutions concen- 
trées de chlorure de sodium. Elle a été rencontrée dans les motts 
de raisin concentrés, dans le miel, les gelées de fruits, les fruits 
confits, le sucre de betterave, etc. Torulopsis bacillaris se mul- 
tiplie encore dans des solutions de 600 g de sucre par litre. 
Sacch. elegans et Sacch. acidifaciens restent longtemps vivants 
et capables de se reproduire a des concentrations assez élevées 
en alcool. La résistance de Sacch. acidifaciens a l’anhydride sul- 
fureux, 4 l’acide acétique, au glycérol 4 25 p. 100, au nitrate de 
potassium en solution concentrée, a été signalée. Dans la mesure 
ot. l’osmophilie de ces levures et leur chimio-résistance sont une 
propriété de la membrane cellulaire, on rejoint ici ’hypothése 
de Gottschalk qui explique la fermentation élective du fructose 
par une structure spéciale de cette membrane. 

Nous pensons que ces observations pourront étre utiles aux 
chercheurs travaillant sur la cinétique de la fermentation des 
sucres ou encore sur la taxinomie des levures. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] U. Gayon et E. Dusoure. C. R. Acad. Sci., 1890, 140, 865. 
[2] U. Gayon et E. Dusourc. Rev. Vitic., 1896, 5, 384 et 429. 

[3] E. Dusoure. Rev. Vitic., 1897, 8, 467. 

[4] A. Fernpaca, M. Scuorn et M. Morr. Ces Annales, 1928, 42, 805. 
[5] R. H.. Hopxiws. Biochem. J., 1931, 25, 1783. 

[6] R. H. Hopxins et R. H. Roserts. Biochem. J. 1935, 29, 931. 
[7] A. Gorrscuatk. Austral. J. exp. Biol., 1943, 24, 133. 

[8] A. GorrscHatn. Ibid., 1943, 24, 139. 

[9] A. GorrscHatK. Ibid., 1944, 22, 291. 

[40] A. GorrscuaLk. Biochem. J., 1946, 40, 621. 

[44] E. Peynaup et S. Domercg. Ann. Techn. agric., 1953, 4, 265. 
[42] E. Peynaup et S. Domercg. C. R. Acad. agric., 19585, 44, 103. 
[43] Wiiistartrer et H. Soporka. Z. physiol. Chem., 1922, 123, 170. 
[44] H. Sosorxa et M. Remer. Biochem. J., 1980, 24, 926. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 7 Juillet 1955. 


Présidence de M. DuJARRIC DE LA RIVIERE. 


COMMUNICATIONS 


NOUVELLES RECHERCHES 
SUR LE POUVOIR PATHOGENE D’/WFLABI/L/S SANGUICOLE 
POUR L’HOMME 


par A.-R, PREVOT, R. TRICHEREAU, M. GIROINE, M. HERBOUILLER 
et H. THOUVENOT. 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies) 


En 1925, Vaucher et ses collaborateurs [4] ont isolé par hémo- 
culture chez une femme de 29 ans un anaérobie inconnu 4a cette 
époque ; il s’agissait d’une bactériémie & point de départ incertain, 
probablement utérin ou amygdalien. La description de ce germe était 
suftisante pour permettre son individualisation sous le nom spécifique 
sanguicole et sa classification dans le genre Inflabilis (Prévot, 1938 [2]). 

Aucune autre donnée concernant son pouvoir pathogéne n’a été 
publiée jusqu’aux recherches de C. Mazurek et de ses collaborateurs [3] 
qui, en 1952, ont décrit une enzootie d’entérotoxémie mortelle du 
chien dont 23 cas ont été suivis et ot Vhémoculture a révélé une 
phase septicémique a Inflabilis sanguicole. Cette maladie s’est montrée 
a cette époque résistante aux antibiotiques. 

Sur 6 souches étudiées 4 l'Institut Pasteur, 5 étaient pathogénes 
pour le cobaye, chez lequel elles provoquaient un gros cedéme gélati- 
neux rosé et de la nécrose, la mort survenant en cing jours ou plus. 
La sixiéme était dépourvue de pouvoir pathogéne. Sur ces 5 souches 
pathogénes expérimentalement, 3 étaient hémolytiques. Ces auteurs 
considéraient la maladie canine comme |l’équivalent, chez l’animal, de 
la maladie humaine a Inflabilis sanguicole. 

En dehors des 6 souches isolées par C. Mazurek et ses collaborateurs 
dans la maladie du chien, 8 autres souches d’Inflabilis sanguicole ont 
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été étudiées 4 l'Institut Pasteur, dont 2 d’origine telluro-hydrique 
(boue d’étang de France, poto-poto de Céte d'Ivoire), 3 d’origine 
intestinale (huitre de Séte, carpe d’Ile de France et feces de gorille 
d’Afrique Equaroriale) et 3 enfin d’infections humaines : 

& X,, isolée d’un cas de gangréne gazeuse chez un soldat américain 
combattant sur le front allemand de la derniére guerre mondiale 
hémolytique, pathogéne pour le cobaye) ; 

= 1034, isolée par notre collégue de Lajudie & Saigon du pus d’un 
abcés chez un tirailleur sénégalais combattant sur le front vietnamien 
(hémolytique, pathogéne pour le cobaye) ; 

% 1259, objet de la présente étude (hémolytique, non pathogéne pour 
Je cobaye sans préparation). 

L’origine de ces souches est donc hydrotellurique (Europe, Asie, 
Afrique) et elles peuvent envahir l’organisme humain pour y provo- 
quer des myosites, des viscérites et des septicémies. 


ORIGINE DE LA soucHE 1259. — Homme de 33 ans _ hospitalisé au 
Service de Neurologie de Nantes le 29 novembre 1954 pour une plaie 
infectée du cuir chevelu par coup de béche souillée de terre. Sous Ja 
plaie de 0,5 cm environ, il y a un hématome de petite taille. Pas 
d’atteinte osseuse ni de signe neurologique. Le 30 novembre 1954 : 
fiévre (39°), malaise général. Le 1° et 2 décembre, la fiévre atteint 
40° ; facies infectieux, sueurs, myalgies diffuses. Microadénopathie 
indolore. Suppuration discréte de la plaie, sans cedéme ni crépitation. 
L’examen du sang ne révéle qu’une polynucléose peu importante. 
L. C.-R. normal. Deux hémocultures 4 cing jours d’intervalle permet- 
tent d’isoler un anaérobie. La pénicilline et la streptomycine admi- 
nistrées & hautes doses jugulent l’infection locale et générale en deux 
jours. Il n’y avait eu aucun traitement entre les deux hémocultures. 


ETUDE DE LA soucHE 1259. — Batonnet de 2 4 5 w sur 0,9 a 1 uy, 
a spores clostridiennes, immobile, non cilié, non capsulé, Gram- 
positif, anaérobie strict, résistant cinq minutes 4 80°, réducteur, gazo- 
géne, légérement fétide. Colonies lenticulaires, troublant le bouillon, 
coagulant le lait, liquéfiant la gélatine, n’attaquant pas les protéines, 
glucidolytique, uréolytique, indologéne, produisant SH,, type fermen- 
taire acéto-valérianique, légérement hémolytique, non pathogéne pour 
le cobaye non préparé. Un essai de révélation par l’adrénaline d’un 
pouvoir pathogéne cryptique éventuel pour Je cobaye a montré que 
cette espece est capable de provoquer chez cet animal un abcés impor- 
tant au point d’inoculation, o4 on retrouve le germe en culture pure. 

I] s’agit donc d’une variété légérement fétide d’Inflabilis sanguicole. 
Le point de pénétration est la plaie du cuir chevelu souillée de terre , 
ia suppuration locale fut suivie de septicémie comme dans 1’observation 
de Vaucher et coll. 

Contrairement A la maladie canine, ce cas fut guéri par les anti- 
biotiques. Mais on sait que pour le genre Welchia — trés voisin 
morphologiquement et physiologiquement du genre Inflabilis —, les 
entérotoxémies animales résistent aux antibiotiques, alors que les 
mnyosites sont trés sensibles. 


~w 
& 
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Conciusions. — Inflabilis sanguicole, déja connu comme pouvant 
provoquer chez homme une infection 4 phase bactériémique et chez 
le chien une entérotoxémie mortelle, est également capable de provo- 
quer chez homme l’infection des plaies souillées de terre, aboutissant 
\ une phase septicémique. I] suit donc la loi générale du pouvoir 
pathogéne des anaérobies sporulés telluriques pouvant provoquer 
myosites, viscérites et septicémies. 
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UNE ENIGME BIOLOGIQUE : CHAT ET BOTULISME 


par A.-R. PREVOT et R. SILLIOC. 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies) 


InrrRopuction. — La discordance considérable qui existe entre la DM 
per os et la DM parentérale des diverses toxines botuliques pour le 
chat n’avait jamais été expliquée. D’autre part, le mécanisme du 
botulisme animal spontané provoqué par un cadavre de chat restait 
jusqu’ici encore trés obscur. I] semblait a priori qu’il n’y avait aucun 
rapport entre ces deux groupes de faits. Nous avons essayé de résoudre 
cette double énigme par de nouvelles expériences. 


En 1895, van Ermengen réalisa le botulisme expérimental du chat par 
injection sous-cutanée de 2 000 a 10000 DM/cobaye d'une toxine A obtenue 
en infusion de jambon macéré ou en bouillon: animal mourait en six 
4a huit jours, alors que par voile orale il résistait & des doses trés élevées. 
Ce premier fait a éveillé l’altention des chercheurs qui se sont efforcés 
d’expliquer cette discordance. C’est ainsi que plusieurs auteurs confir- 
mérent la possibilité de reproduire le botulisme du chat avec des doses 
considérables par voie parentérale. 

En 1947, Legroux et Levaditi [4] ont provoqué la mort d’un chat en trois 
jours par injection sous-cutanée de 0,1 em dune toxine B_ titrant 
10000 DM/souris ; avec 40 cm de la méme toxine per os ils réalisérent 
le botulisme mortel dun autre chat; mais aprés injection sous-cutanée 
de 0,1 cm® d'une toxine A titrant 100000 DM/souris, ils ne constatérent 
aucun symptome. 

Avec la toxine C8 (¥ 468) Prévot et Brygoo en 1950 [2] ont réussi a tuer 
un chat de 3,5 kg en un mois par injection sous-cutanée de 150000 DM/ 
souris. Mais un autre chat survécut A Vingestion de 2°x 106 DM/souris 
de la méme' toxine et cela sans présenter aucun trouble. 

En 1953, Prévot, Brygoo et Sillioe [3] ont constaté que Vinjection sous- 
cutanée de 150000 DMm/souris de la toxine D (¢ D6F) par kilogramme ne 
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provoque qu’un botulisme léger et passager constitué par de la mydriase, 
une parésie du train postérieur et des muscles de la nuque. Pour obtenir 
un botulisme réguliérement mortel en huit a quinze jours, il faut injecter 
750 000 DM par kilogramme. Les mémes auteurs ont vu qu’avec la toxine E, 
il suffit de 20000 DM par kilogramme pour tuer un chat. Le kilogramme 
de chat est done quinze mille fois plus résistant que le kilogramme de 
souris 4 la toxine D et quatre mille fois plus résistant a la toxine E ; mais 
les symptomes sont les mémes : aprés vingt-quatre A trente-six heures d’in- 
cubation, on voit apparattre une mydriase intense avec sialorrhée ; au troi- 
sieme jour, une parésie des membres postérieurs et des muscles de la nuque 
qui provoque la chute de la téte. L’atteinte du larynx se traduit par une 
voix rauque d’abord, puis par de l’aphonie. A partir du quatriéme jour, 
l’animal se couche et ne peut plus se relever. I] reste dans un demi-coma 
jusqu’au dixiéme jour avec bradypnée et bradycardie, puis la mort sur- 
vient en hypothermie en vingt A trente jours, probablement par famine ; 
si animal est placé dans un local froid, Ja mort survient beaucoup plus 
tot. En dehors des paralysies de la vessie et de la vésicule biliaire, on 
ne constate rien de particulier A l’autopsie; la recherche de la toxine 
dans le sang, l'urine, la bile, le foie, le cerveau, le rein et la rate est 
négative, fait qui anéantit tout espoir de diagnostic post mortem du botu- 
lisme félin et contraste avec la facilité de détecter la toxine dans le 
cadavre de chat ot elle s’est développée spontanément aprés la mort. 

Prévot, Brygoo et Sillioc [3] avaient déja essayé de trouver la raison 
de cette résistance considérable, mais inégale, du chat aux 5 toxines botu- 
liques. Six sérums de chats normaux ne contenaient aucune trace des 
antitoxines botuliques A, B, C, D, E: il ne s’agit done pas d’une immu- 
nité humorale. D’autre part, Vencéphale, le rein, la rate, le foie et les 
muscles du chat normal, broyés au mortier, mélangés avec une dilution 
de toxine D pendant trois heures 4 37°, ont été incapables de neutraliser 
une DM de cette toxine. I] n’existe donc pas non plus d’immunité tissu- 
laire. Enfin, le séjour a 37° pendant trois heures d’une quantité connue 
de toxine D dans un estomac isolé de chat n’a pas atténué cette toxine: 
il ne s’agit donc pas non plus d’action enzymatique digestive. 

Ainsi, aprés les expériences de ces auteurs et de leurs prédécesseurs, 
il n’était pas possible d’expliquer le probléme du botulisme expérimental 
du chat. 

Quant au role indiscutable que cet animal joue dans la pathogénie du 
botulisme animal naturel, aucun fait précis n’en pouvait expliquer le méca- 
nisme et on en était réduit aux hypotheses. Notre propre statistique, dans 
laquelle plus de 50 p. 100 des foyers frangais de botulisme équin et bovin 
ont pu étre rapportés A la souillure du fourrage par un cadavre de chat 
ou ont été isolées, soit la toxine Cf, soit une souche de Cl. botulinum Cf, 
en montre toute l’importance. 


RECHERCHES EXPERIMENTALES NOUVELLES. — I. Le chat, porteur sain 
de germes. — Le fait que nous avons trouvé des cadavres de chat 
contenant Cl. botulinum Cf, ou sa toxine, ou les deux 4 la fois, dans 
le fourrage des étables et écuries ott des cas de botulisme mortel 
s’étaient produits, méritait une explication. Le fait que le chat ne 
meurt pas de botulisme naturel per os excluait l’hypothése que ces 
animaux étaient venus mourir dans le foin aprés avoir contracté cette 
toxi-infection. La seule hypothése restante était que le chat, porteur 
sain de germes, aprés sa mort naturelle, devient un milieu de choix 
pour la toxinogenése botulique. al 

Pour vérifier cette hypothése, nous avons recueilli les feces de 
25 chats parisiens et nous y avons recherché Cl. botulinum C par la 
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méthode usuelle : chauffage 4 100° pendant une minute, puis enrichis- 
sement, puis isolement sur gélose profonde. Cette recherche est restée 
négative ; nous devons l’interpréter non pas comme la preuve de la 
non-existence de Cl. botulinum:C dans les féces de chat, mais comme 
la confirmation de la trés grande difficulté, pour ne pas dire de 
limpossibilité d’isoler ce germe d’un tel complexe. En effet, Cl. botu- 
linum C est faiblement thermorésistant ; on ne peut donc chauffer 
que trés peu le matériel initial, ce qui laisse subsister une multitude 
de spores d’anaérobies trés thermorésistants ; or, ceux-ci ont une 
rapidité de développement telle que dans les cultures d’enrichisse- 
ment ou d’isolement on ne trouve qu’eux. 

Ce n’est donc pas dans les fécés du chat vivant qu’il faut chercher 
la présence du germe. 

II. Toxinogenése botulique dans le cadavre du chat. — Parmi les 
chats étudiés dans la série précédente, il y en avait un qui présentait 
une énorme tumeur abdominale A la phase pré-cachectique. Ce chat 
était en état d’anorexie totale. Il est mort au laboratoire quelques 
jours aprés l’examen bactériologique de ses selles. Nous avons placé 
son cadavre a 26° et, aprés quelques semaines, nous l’avons examiné. 
Nous y avons décelé une toxine botulique Cp faible et nous avons 
isolé du liquide sanieux cadavérique la souche 1240 de Cl. botu- 
linum Cp qui, en culture pure, donnait une toxine dont la DMm/souris 
était de 1/10 000 de centiinétre cube. 

Forts de cette donnée nouvelle, nous avons mis 4 autres cadayres 
de chats normaux soit 4 26°, soit 4 la température ordinaire et nous 
avons recherché la toxine botulique dans ces cadavres aprés quelques 
semaines de putréfaction. Dans un de ces cadavres, nous avons isolé 
Ja toxine Cg d’abord, la souche Cg ensuite par la méthode habituelle. 
Cette derniére souche donnait une toxine tuant la souris 4 la dose 
de 1/250 000 de centimétre cube. C’est la souche C la plus toxinogéne 
que nous ayons jamais rencontrée. 

Conclusion. — Le chat parisien sain peut étre porteur de germe 
botulique du type Cg (deux fois sur cinq). C’est done bien aprés Ja 
mort d’un chat que les spores botuliques qui se trouvent da l'état 
saprophytique dans son intestin germent A température moyenne (18° 
& 26°) et y élaborent la toxine Cg qui contamine le fourrage des 
écuries ot! il va se réfugier pour mourir. 

III. Mécanisme de la résistance, du chat a la toxine botulique Cp per 
os. — Nous avons exposé plus haut que le chat était pratiquement 
réfractaire & la toxine Cp per os. Nous avons donc répété avec chacun 
de ses organes les expériences que nous avions pratiquées avec la 
toxine D. Chacun des broyats de tissu est mis en contact avec des 
quantités croissantes de toxine: 1 DMm, 2 DMm et 4 DMm, cela 
pendant deux heures 4 37°. Ces expériences nous ont montré que !a 
toxine Cp qui n’est absolument pas altérée par le sérum de chat 
normal, ni par le broyat de cogur, rein, rate, estomac, globules rouges 
et globules blancs, est relativement sensible aux tissus hépatique et 
cérébraJ]. Ainsi dans une premiére expérience, le contact avec le tissu 
hépatique a fixé 1 DMm et dans une deuxiéme expérience, 2 DMm 
(mais pas 3 DMm) ; le tissu cérébral a fixé 2 DMm dans la premiére 
expérience et 3 DMm dans la deuxiéme (mais pas 4 DMm). Cette action 
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de fixation du tissu cérébral est d’ailleurs bien connue depuis Kempner 
et Shepilewsky (1898) pour la toxine A, et depuis Legroux et Levaditi 
(1946) pour la toxine B. Elle a été confirmée par Prévot et Brygoo. en 
1953 pour les toxines D et E. Mais on ne peut pas interpréter cette 
fixation, due a Vaffinité bien connue de la toxine botulique pour fe 
systéme nerveux, 4 un mécanisme de défense. La faible action du 
lissu hépatique, au contraire, étant donné le réle antitoxique du foie, 
pourrait étre interprétée comme un aspect du mécanisme de défense. 
C’est pourquoi nous avons essayé de comprendre ce mécanisme. 

Nous avons pour cela mélangé des doses croissantes de toxine : 
1 DM, 2 DM, 3 DM, 5 DM et 8 DM avec 1/10 de centimétre cube de 
hile de chat et laissé les mélanges pendant trois heures A la tempé- 
rature du laboratoire. Pour les mélanges contenant 3, 5 et 8 DMm, 
nous n’avons constaté aucune atténuation.. Avec 1 et 2 DM, nous 
obtenons des survies de 1 ou 2 souris sur 3 et un retard de quarante- 
huit heures a trois jours dans la mort des autres. Par conséquent, 
il y a une légére atténuation par la bile de chat, comme H. Vincent 
Vavait vu avec la bile de boeuf pour les toxines gangréneuses (trans- 
formation en cryptotoxine). Mais nous ne croyons pas que cette légére 
atténuation soit suffisante pour expliquer a elle seule la résistance du 
chat au botulisme per os. 


ConcLusions. — 1° En France, le chat normal peut étre porteur de 
Cl. botulinum Cp. 

2° Aprés sa mort naturelle, Ja toxinogenése botulique Cp se produit 
dans son cadavre qui devient botuligéne pour les animaux domestiques. 

3° Il n’y a aucun anticorps humoral ni tissulaire qui puisse expli- 
quer la grande résistance du chat au botulisme expérimental. La légére 
fixation des toxines botuliques par le systéme nerveux et leur légére 
atténuation par le tissu hépatique et par la bile n’expliquent pas toute 
cette résistance. I] ne s’agirait donc pas d’une immunité naturelle, 
mais plut6t d’une prémunition de cette espéce vis-a-vis du botulisme. 
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RECHERCHE ET DOSAGE DES PRINCIPAUX FACTEURS 
DE CROISSANCE DANS LE MILIEU Vf 
POUR BACTERIES ANAEROBIES 


par R. SARTORY, J. MEYER, J. MALGRAS et H. SUPPIGER. 


(Laboratoire de Microbiologie, Faculté de Pharmacie, 
Strasbourg) 


’ Dans un travail antérieur, nous avons pu attirer l’attention sur 
un nouveau milieu 4a base d’hydrolysat de protéines utilisable pour 
la culture des bactéries anaérobies [4, 2, 3, 4]. 

Sans vouloir le comparer au milieu type (milieu Vf de I’Institut 
Pasteur) pour ce genre de recherches, nous avons mené parallélement 
l’étude des composants des deux substrats. 

Comme pour le milieu A base d’hydrolysat de protéines, nous avons 
recherché et dosé quelques facteurs de croissance existant dans le 
milieu viande-foie de Weinberg et Goy, modifié par A.-R. Prévot. 

Les techniques mises en ceuvre ont été les mémes que celles utilisées 
pour notre milieu [4], a savoir : 

La méthode de Snell et Wright [5] pour l’acide pantothénique dosé 
microbiologiquement sous forme de pantothénate de calcium avec, 
comme germe-test, Lactobacillus casei. 

La technique de Mitchell et Snell [6] nous a permis, grace a Strep- 
tococcus lactis RK, de rechercher et de doser l’acide folique. 

Pour la riboflavine, nous avons utilisé la méthode de Snell ct 
Strong [7] en présence de Lactobacillus casei. 

C’est encore un Lactobacillus, Lactobacillus fermenti 36, qui nous 
a permis de mettre en évidence et de doser la thiamine en employant 
la technique de Sarett et Cheldelin [8]. 

Landy et Dicken [9] ont montré que la biotine était indispensable 
a la croissance du Lactobacillus et que cette croissance était propor- 
tionnelle au taux de biotine. 

La méthode de Lwoff et Querido [40] a été utilisée pour la recherche 
et le dosage de la nicotylamide en présence de Proteus X19. 

C’est en pratiquant une méthode de dosage par retour, celle de 
Nitti, Tabone et Mousset [44], toujours en présence de Proteus X19, 
que nous avons pu doser l’acide para-amino-benzoique. 

Nous avons eu ainsi l’occasion d’étudier sept facteurs de croissance 
importants pour les bactéries en général et pour les anaérobies en 
particulier : thiamine, riboflavine, pantothénate de calcium, acide 
folique, acide nicotinique, biotine et acide para-amino-benzoique. 

Pour tous ces dosages, nous avons eu recours A des méthodes combi- 
nées d’absorption et de turbidité. 
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On compare les troubles obtenus dans les cultures en présence de 
quantité variable de facteur de croissance témoin A ceux réalisés dans 
des cultures identiques pour lesquelles le facteur de croissance est 
remplacé par différentes dilutions du milieu Vf. 

Les mesures ont été faites A l'aide d’un photocolorimétre, le 
« Lumetron Colorimeter » 402 F, avec filtres appropriés pour chaque 
vitamine en question. 

Seule la pyridoxine a été recherchée et dosée par une méthode 
pondérale : celle décrite par Stokes, Larsen, Woodward et Foster [42], 
dans laquelle le microorganisme-test est un champignon inférieur, 
Neurospora sitophila 299, irradié aux rayons X, le poids du mycélium 
formé étant proportionnel au taux de pyrimidine présent dans le 
milieu. 

Nous avons réuni dans un tableau comparatif les résultats de nos 
recherches ; nous les exprimons dans la premiére colonne en les 
rapportant a 1000 cm’ de bouillon Vf. 

A titre de comparaison, nous rapportons dans une deuxiéme colonne 
les valeurs théoriques calculées par rapport 4 la quantité de viande 
et de foie entrant dans la composition du milieu Vf et sur la base des 
taux vitaminiques indiqués pour ces substances dans le « Vade mecum 
Roche ». 

Rappelons que le milieu Vf contient 150 g de viande et 40 g de foie 
par litre. 

Enfin, dans une troisiéme colonne, nous donnons les valeurs réci- 
proques décrites par nous [4] pour le milieu de base d’hydrolysat de 
protéine a 2 p. 100. 

En étudiant ces résultats, on constate qu’en général nos valeurs 
expérimentales trouvées au moyen du bouillon Vf sont sensiblement 
comparables a celles que l’on peut calculer d’aprés les tableaux numé- 
riques indiqués par Hoffmann-Laroche. 


ae cL apsrsas be jo| VALEUR THRORIQUE | PROTEOLYSAT 2 °/. 
EUR DE CROISSANCE SLC Ue xP ernment?) mel O00hem? mg/1t 000 cm3 
BSCREY mg/1 000 cm3 2 (en mg) (en mg) 

(en mg) 


Thiamine. 

Riboflavine . . — 

Acide pantothénique . 
Acide folique 
Nicotylamide 

Biotine 

Acide p-aminobenzoique. . 
Pyridoxine 


Les seuls éléments faisant exception sont la biotine, dont le taux 
trouvé est légérement supérieur a la valeur théorique, et l’acide panto- 
thénique qui, par contre, est légérement inférieur. Par rapport au 
protéolysat & 2 p. 100, nous constatons que tous les facteurs de 
croissance mesurés présentent des valeurs environ deux fois plus fortes 
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dans le bouillon Vf, & l'exception de l’acide folique, dont le taux est 
sensiblement identique dans les deux substrats, et de l’acide para- 
amino-benzoique qui, d’aprés nos recherches, est plus faible d’environ 
un tiers. Les valeurs de la pyridoxine dans les deux milieux ne nous 
paraissent pas comparables. — 

Si le protéolysat (polypeptones contenant tous les dérivés d’un hydro- 
lysat de lait, enrichi des produits d’hydrolyse du sérum, de fibrine et 
de muscle) semble, d’aprés les précédents travaux [4, 2, 3, 4] consti- 
tuer la base d’un milieu de culture extrémement riche, nous avons 
cependant pu prouver par nos expériences que sa richesse en facteurs 
de croissance, éléments essentiels pour la culture des microorganismes 
en général et des anaérobies en particulier, est nettement déficiente par 
rapport au bouillon Vf de I'Institut Pasteur. C’est pourquoi nous 
avons montré [2, 3] qu’il était préférable de s’adresser 4 un milieu 
a 5 p. 100 d’hydrolysat de protéines pour avoir, & peu de chose pres, 
un substrat semblable au milieu Vf. 

Il va sans dire que ce bouillon contient stirement, a cété de sa 
teneur appréciable en vitamines du groupe B, d’autres substances 
favorisant le départ et la croissance des bactéries, absentes dans le 
protéolysat. Celui-ci semble constituer un excellent milieu de culture, 
pouvant ¢étre utilisé avec succés et avantageusement en bactériologie, 
mais ne prétendant pas a remplacer intégralement le bouillon Vf, qui 
reste sans aucun doute le milieu de choix pour la culture des bactéries 
anaérobies. 
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APPARITION EN FRANCE 
D’'UN MUTANT NATURELLEMENT ATTENUE 
DU VIRUS DE SANARELLI 


par H. JACOTOT, A. VALLEE et B. VIRAT. 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie animale) 


En Australie o& la myxomatose a été systématiquement répandue 
dans le courant de l’année 1950, on a pu détecter, en 1952 et en 1953, 
plusieurs souches de virus dont le pouvoir pathogéne était inférieur 
a celui du virus d’origine. L’une de ces souches, Uriarra III, a fait de 
notre part Vobjet d’une étude que nous avons présentée récemment 
ren jet 

Depuis que la myxomatose s’est implantée en France en 1952, nous 
n’avions jamais rencontré de virus différant sensiblement du virus 
isolé par nous a cette époque dans la région de Rambouillet [2]. 

Le 7 avril 1955, un groupe de lapins contaminés de myxomatose 
nous arrivait du département du Loiret. L’un de ces animaux, chez 
lequel la maladie était alors en pleine évolution, était immédiatement 
sacrifié ; plusieurs myxomes typiques étaient prélevés et l’on en fit, 
séance tenante, une suspension qui devait servir aux études a venir. 

Ce virus, que nous désignerons du nom de « Loiret 55 », a été 
inoculé a un certain nombre de lapins domestiques ; les premiers 
résultats enregistrés permettent de le caractériser ; nous les rappor- 
terons ici. 

Nous avons réuni dans le tableau I les indications concernant 
Vemploi du virus « Loiret 55 » a des dilutions comprises entre 10—? 
et 10—’, sous le volume de 1 ml. Les dilutions 10—* et 10—°* n’ont 
pas été suivies d’infection. 

Dans le tableau IJ, nous avons groupé, comparativement, les rensei- 
enements sur l’emploi d’un virus pleinement pathogéne. Ce virus 
avait été recueilli un an plus tdét, en avril 1954, sur un lapin provenant 
également du Loiret ; il nous a servi, depuis, 4 de multiples essais et 
les lapins énumérés dans le tableau sont précisément les témoins 
d’inoculation de ces essais successifs. Ils ont tous recu 0,5 ml de la 
dilution 10—? de ce virus qui, lui, n’infectait le lapin que jusqu’a la 
dilution 10—®. 

Dans le tableau III, nous avons porté, pour chacun des deux virus, 
les durées minimales, maximales et moyennes de la période d’incuba- 
tion, de la période d’évolution clinique et de l’intervalle global entre 
l’inoculation et la mort ; enfin, dans la derniére colonne, la proportion 
des formes classiques. Par forme classique nous entendons celle qui 
réunit les manifestations anatomo-cliniques cardinales: blépharite, 
cadéme ano-génital, myxomes des pattes et des oreilles. Par formes sub- 
classiques, nous entendons celles ot |’une de ces manifestations fait 
défaut. 


TaBLeau I, 


Caractéres de F 4 ; 
lanmaiadie Incubation evolution Intervalle 


Inoculation 


Maladie mixte 
Maladie classique 
Maladie nodulaire 
Maladie classique 
. Maladie mixte 
Maladie mixte 


Maladie mixte 
Maladie classique 


Maladie mixte 
Maladie classiaue 


Maladie nodulaire 
Maladie mixte 

Maladie classique 
Maladie classique 


Maladie mixte 
Maladie mixte 
Maladie mixte 
Maladie mixte 


Maladie mixte 


Moyennes 19.57 


J3 Maladie noiulaire}I0 Guérison 


TasBLEaAu II. 


Caracteres de la Incubation} Evolution] Intervalle 
maladie 


sub-classique 
sub-classique 
classique 
classique 
classique 
classique 
classique 
classique 
classique 
classique 
classique 
classique 
sub-classique 
classique 
classique 
sub-—classique 
classique 
classique 
sub-classique 
classique 
classique 
sub-—classique 
classique 
classique 
classique 
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Nos observations ne portent pas sur un nombre assez grand d’ani- 
maux pour que nous soyons fondés 4 en tirer des conclusions défini- 
lives, mais nous pouvons dés 4 présent dégager des premiers éléments 
réunis quelques notions significatives. 

Virulence de la souche. — Elle est comparable a4 celle des souches 
pleinement pathogénes ; sa DL,, se situe vers 10—’, alors que celle du 
virus pris comme terme de comparaison se situe vers 10—°. 

Pouvoir pathogéne de la souche. — Il est manifestement beaucoup 
plus faible que celui du virus classique, du virus qui est a Vorigine 


TaBLeAu III. 


INCUBATION EVOLUTION INTERVALLE FORMES CLASSIQUES 
CLINIQUE INOCULATION-—MORT]avec tableau 
complet 


Min. | Max. 
3 I0 
2 4 


de l’épizootie francaise. Cet affaiblissement trouve son expression dans 
la durée de la maladie et dans la forme des manifestations anatomo- 
cliniques. 

Quant a la durée de la maladie, on notera qu’elle est, de l’inocu- 
lation 4 la mort, de dix-neuf jours et demi en moyenne aprés inocu- 
lation du virus « Loiret 55 » (minimum 14 ; maximum 26), alors qu’elle 
n’est que de onze jours aprés inoculation du virus non atténué (mini- 
mum 10; maximum 13). Et l’on remarquera que les écarts de part 
el d’autre de ces moyennes sont beaucoup plus grands dans le premier 
cas que dans le second. 

En ce qui concerne les caractéres anatomo-cliniques, la maladie 
consécutive A l’inoculation du virus « Loiret 55 » ne s’est présentée, 
sous la forme classique, que chez une minorité de lapins (6/19). Chez 
les autres, nous avons observé cette forme particuliére de myxomatose 
que nous avait donnée le virus Uriarra HI d’Australie et que montrent 
aussi certains lapins qui ont été vaccinés par inoculation de virus de 
Shope avant de contracter la myxomatose ; elle se caractérise par !a 
réduction ou l’absence des cedémes et par la formation constante et 
souvent précoce, parfois exclusive, de petits myxomes noduleux dans 
des régions trés diverses de la surface du corps. 

Il faut souligner A ce propos la diversité des réactions présentées par 
les lapins 4 la suite de Vinoculation du virus atténué : sur 19 animaux, 
6 ont donné le tableau classique de la myxomatose, 3 ont fait une 
maladie exclusivement nodulaire et 10 une maladie mixte. 

Cette diversité des manifestations cliniques et l’ampleur des écarts 
enregistrés dans la durée du processus traduisent, vraisemblablement, 
Vhétérogénéité du virus que nous avons étudié. L’expérimentation que 
nous avons récemment conduite sur le virus Uriarra III nous avait 
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suggéré la méme hypothése. Dans les deux cas, on se trouve, nous le 
pensons du moins, en présence d’un mélange comportant et le virus 
dorigine pleinement pathogéne et un ou plusieurs mutants atténués 
de ce virus. 

Et pour terminer, deux remarques : 

1° Les mutants du virus de Sanarelli apparaissent en France deux 
ans apres l’invasion du territoire (printemps 1953), c’est-a-dire dans les 
mémes délais qu’en Australie aprés la contamination intentionnelle 
des lapins sauvages. 

2° Le département du Loiret ott nous avons détecté ce premier 
mutant. francais est l'un de ceux ot! la myxomatose a sévi trés sévére- 
ment en 1953, puis, avec une gravité a peine amoindrie, en 1954. 

En résumé, — Nous avons isolé, en avril 1955, sur un lapin domes- 
tique provenant du Loiret, un virus du myxome infectieux dont ie 
pouvoir pathogéne est nettement plus faible que celui du virus qui 
nous avait permis d’identifier la maladie dans la région de Rambouillet 
en octobre 1952 et de tous ceux qui ont été recueillis depuis. 

Inoculé au lapin domestique, il entraine la mort aprés dix-neuf 
jours et demi en moyenne, au lieu de onze jours ; en outre, chez les 
4/5 des animaux, la maladie qu’il détermine est du type nodulaire, 
caractéristique des myxomatoses atténuées. 

Il s’agit ja, selon toute vraisemblance, d’une mutation naturelle 
du virus, analogue a celles qui ont été observées en Australie. Le 
phénoméne ne restera vraisemblablement pas isolé et l’?on peut penser 
gqu’il se signalera, dans un avenir plus ou moins proche, par ses 
incidences sur la marche de l’épizootie, l’évolution des foyers, les 
manifestations objectives et la gravité de la maladie en France d’abord, 
puis en Europe. 
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DEMONSTRATION AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 
DU DEVELOPPEMENT INTRANUCLEAIRE 
DU VIRUS DE LA GRASSERIE 


par C. VAGO, O. CROISSANT. et P. LEPINE. 


(Institut Pasteur, Service des Virus, 
et Laboratoire de Pathologie Comparée, Station d’Alés I. N. R. A.) 


La virose 4 Borrelina du Lépidoptére Bombyz mori L., communément 
appelée « grasserie », représente un problé&me économique important 
pour les pays séricicoles et constitue une infection-type intéressant la 
virologie comparée. De nombreux travaux ont été consacrés ces der- 
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nieres années a son étude détaillée. Le virus responsable a été obtenu 


par purification 4 partir des corps d’inclusion [4, 2]. 

Pour arriver A une meilleure compréhension de l’action du virus, 
nous avons cherché a mettre celui-ci en évidence in situ dans les 
cellules lésées. 

Nous avons considéré qu’une telle étude morphologique n’est signi- 
ficative que si la structure cellulaire est rendue d’une facon trés fine 
avec un minimum d’artefacts et de coagulations massives. Dés le début 
de la mise au point des méthodes histologiques en microscopie élec- 
tronique, nous avons effectué des coupes ultra-fines sur tissus adipeux 
et hypodermiques de larves virosées aprés fixation au formol. Ces 
préparations ont présenté une structure assez nette montrant l’hyper- 
trophie nucléaire, la diminution de la chromatine, ainsi que la présence 
de certains éléments en forme de batonnets, difficilement séparables 
de l’ensemble de la structure nucléaire et dont nous avons trouvé la 
structure trop agglomérée pour étre complétement interprétable. Nos 
essais ultérieurs ont eu pour but d’améliorer la fixation et il a été 
possible d’obtenir des différenciations poussées avec l’acide osmique 
tamponné au véronal, administré dans la cavité générale des larves 
par perfusion précédée de prise d’hémolymphe. La fixation est ensuite 
continuée dans la méme solution aprés prélévements de fragments de 
tissu au cours de la perfusion. Les larves sont maintenues da 8° C, 
quarante-huit heures avant les opérations, ainsi que pendant celles-ci. 

Les coupes de 0,1 uw d’épaisseur examinées au microscope électro- 
nique mettent en évidence une structure fine, aussi bien pour le 
nucléoplasme que pour le cytoplasme. Les coupes au formol paraissent, 
a coté de celles-ci, comme des agglomérats coagulés. 

Les noyaux des cellules adipeuses virosées montrent déja au début 
des altérations, c’est-a-dire alors qu’il n’y a encore aucune formation 
de polyédres, une forte hypertrophie, et le nucléole présente des signes 
nets de lyse tout en restant toujours 1’élément le plus dense du noyau. 
Le nucléoplasme entourant le nucléole a une consistance spongieuse 
irés fine que nous ne considérons pas comme une structure réelle mais 
comme une précipitation particuliére due a la fixation. Dans cette 
zone, on observe des éléments en forme de batonnets dont la majorité 
est plus opaque que le reste de la structure. Ceux paraissant étre situés 
dans le plan de la coupe mesurent env. 30 x 150-200 my en moyenne, 
c’est-a-dire qu’ils sont comparables aux corps élémementaires de cette 
virose observés A 1’état individuel ou en amas groupés. Ils sont répartis 
d’une facon assez homogéne dans le nucléoplasme et sont limités 4 ce 
dernier. 

Nous pouvons aussi observer les points d’accumulation des éléments 
du virus : on les trouve réguliérement avec tous les stades de super- 
position jusqu’a la formation de taches opaques, lesquelles ont les 
contours et la densité des polyédres. Cependant, l’opacité des polyédres 
dépasse dés le début celle qui pourrait provenir d’une simple accumu- 
lation de virus, et dénote la concentration progressive d’une substance 
répartie entre les éléments figurés. 

L’évolution des altérations est caractérisée par l’augmentation du 
volume et du nombre des corps d’inclusion 4 la périphérie du nucléo- 
plasme, par la persistance des fragments du nucléole, ainsi que par la 
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difficulté croissante a différencier les batonnets libres qui accompagnent 
le début de la phase de déclin de la pathogénése intracellulaire du 
virus. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] G. Bercoup. Z. Naturforsch., 1947, 2b, 122. 
[2] K. M. Hucues. J. Bact., 1950, 59, 189. 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Développement du virus de la grasserie dans le noyau des cellules adipeuses de 
Bombyx mori. 1, 2, 3, lésions aux différents stades d’évolution aboutissant finale- 
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L’EXSUDAT PERITONEAL ARTIFICIEL 
SOURCE DE CELLULES POUR LA CULTURE 
DES VIRUS /W V/TRO 


par G. BARSKI, G. MESSORE et P. LEPINE. 


(Unstitut Pasteur, Service des Virus) 


Pour disposer au laboratoire d’une source permanente de matériel 
cellulaire en vue de la culture des virus, certains auteurs ont cherché 
a stabiliser et A maintenir en culture des souches cellulaires sen- 
sibles [4, 2]. 

Dans ce travail, nous avons essayé de trouver & ce probléme une 
solution nouvelle et différente. Elle consiste & forcer l’animal vivant 
lui-méme a produire et a reproduire constamment des cellules qui 
soient réceptives in vitro aux virus. Ces cellules apparaissent dans 
certaines conditions chez les mammiféres normaux dans_ 1’exsudat 
péeritonéal. Elles peuvent étre produites et récoltées a plusieurs reprises 
sur le méme animal a l'aide d’un procédé relativement simple. Elles 
sont cultivables et, comme nous l’avons yu, sensibles aux virus au 
méme titre que d’autres cellules cultivées in vitro. 


Nous décrirons la technique employée et quelques résultats prélimi- 
naires. 


TrcuniguE. — Pendant trois jours consécutifs, nous injectons dans 
le péritoine de lapins de 3 kg environ, des doses de 300 4 500 cm? 
de solution de Ringer stérile additionnée de 0,002 p. 100 de glycogéne 
et chauffée préalablement 4 37°C. Le quatriéme jour, nous injectons 
a l’animal par la méme voie 200 cm* de solution de Hanks contenant 


5 unités d’héparine, 200 unités de pénicilline et 50 wg de streptomy- 
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cine par centimétre cube. Au bout de dix quinze minutes et aprés 
un léger massage, nous introduisons dans la cavité abdominale de 
l’animal, 4 l’aide d’un trocart de 4 mm de diamétre, une sonde spéciale 
portant 4 Vextrémité, sur une longueur de 10 cm, de multiples orifices. 
Nous prélevons alors, & l’aide d’une seringue adaptée a l’extrémité 
extérieure de la sonde, un liquide trouble trés riche en cellules. 
Cette suspension cellulaire est centrifugée d’abord pendant cing 
minutes a 800 t/min. et puis, aprés I’élimination du liquide surna- 


Fic. 1. — Culture témoin de 12 jours. 


geant, encore cing minutes 4 1500 t/min. Finalement le culot est 
remis en suspension dans un milieu de culture a raison de 1 volume 
de culot cellulaire pour 100 volumes de milieu, ce qui correspond 
x une densité cellulaire de 2500000 cellules par centimétre cube 
approximativement. 

Le milieu de culture adopté contient 35 p. 100 de milieu synthétique 
préparé, sauf quelques modifications, d’aprés Morton, Morgan et 
Parker [3], 50 p. 100 de solution de Hanks « conditionnée », c’est- 
a-dire reprise A partir du prélévement péritonéal aprés élimination de 
cellules, et 15 p. 100 de sérum homologue. Si nous remplacons entiére- 
ment le milieu synthétique par la solution de Hanks ou si nous 
utilisons la solution de Hanks ordinaire non conditionnée, les résultats 


de culture sont inférieurs. 
Les cultures exigent des changements de milieu fréquents que nous 
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pratiquons habituellement, le premier le lendemain de la mise en 
culture et les suivants tous les deux ou trois jours. 

Un méme animal peut resservir sans inconvénient deux 4 trois fois 
de suite et, aprés un repos de dix jours, on peut l’utiliser pour de 
nouveaux prélévements. Chaque fois l’animal fournit une quantité de 
cellules suffisante pour la préparation d’au moins 80 a 100 cm*® de 
suspension définitive. Cette suspension est introduite directement dans 
les tubes de culture qu’on laisse au repos en position horizontale 
légerement inclinée. Nous utilisons soit des tubes de 12 x 120 mm 


Fie. 2. — Culture de 12 jours, trois jours aprés l’introduction du virus yaccinal. 
Agglomérations caractéristiques de cellules atteintes par le virus. 


avec 0,5 a 0,7 cm*® de suspension, soit des tubes A lamelle de 
16 x 160 mm d’un modéle spécial, A extrémité aplatie, avec 10 cm? 
de suspension. Nous employons de préférence des tubes et des lamelles 
dont la surface est revétue, d’aprés un_ procédé précédemment 
décrit [4], d’une couche mince de formvar. 


Résuttars. — Les cellules de la suspension se fixent rapidement 
sur les parois des tubes revétues de formvar. Au bout de vingt-quatre 
heures, on observe un étalement dense d’une population cellulaire 
mixte composée de macrophages et de trés nombreux polynucléaires 
et lymphocytes. 

En cing A six jours, dans la mesure ot. polynucléaires et lymphocytes 
disparaissent, la culture prend l’aspect d’un enchevétrement de cellules 
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fusiformes et polygonales ayant aspect de fibroblastes ou d’histyo- 
cytes parmi lesquelles on retrouve quelques macrophages typiques. 
Sous cette forme la culture persiste en se densifiant progressivement 
on ty observe fréquemment des mitoses — pendant au moins quatre 
semaines et peut étre employée a tout moment, A partir de la fin de 
la premiére semaine, 4 l’expérimentation avec les virus. 

Nous avons éprouvé la sensibilité de ces cultures avec deux virus 
différents : l’herpés et la vaccine. Les controles de la présence et de 
la multiplication des virus ont été effectués pour l’herpés sur cultures 


Mic. 3. — Culture de 13 jours, vingt-quatre heures aprés Vintroduction 
du virus de Vherpés. Alteinte générale de la culture. 


de cellules rénales de lapin [4] et pour la vaccine par tests intrader- 
miques sur lapin vivant. 

L’introduction du virus herpétique dans les cultures d’exsudat péri- 
tonéal de lapin se traduit au bout de vingt-quatre a quarante-huit 
heures par un arrondissement cellulaire et des lésions nucléaires 
typiques : disparition des nucléoles, margination de chromatine et 
inclusions acidophiles. On observe souvent dans ces cultures de nom- 
breuses cellules géantes dont tous les noyaux sont atteints par des 
lésions spécifiques. Au bout d’un a quatre jours, suivant la concen- 
tration de l’inoculum viral, ces cultures sont entiérement détruites 
au méme titre que les cultures de reins de lapin trypsinées, paralléle- 
raent inoculées, et dont nous avons demontré la haute sensibilité au 
virus [4]. Le titrage met en évidence une augmentation du titre du 
virus d’au moins cent fois en trois jours. 
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Le virus vaccinal inoculé dans les cultures de cellules exsudatives 
de lapin se manifeste en deux & trois jours par l’apparition de lésions 
cellulaires spécifiques qui, selon la richesse de inoculum, se forment 
en foyers plus ou moins rapprochés qui englobent finalement toute 
la culture. Ces foyers comportent des cellules rétractées et tres granu- 
leuses. La coloration 4 ’hémalun-éosine met en évidence de nombreuses 
inclusions cytoplasmiques du type corps de Guarnieri. 

La multiplication effective du virus vaccinal dans ces cultures a été 
prouvée par titrages du surnageant des cultures. En cinq jours le titre 
de virulence a augmenté de 2 log. environ. 


Discussion Er concLusion. — La transformation in vitro des cellules 
mobiles phagocytaires de type macrophage en cellules stabilisées de 
type fibrocytaire a été démontrée et décrite en premier lieu dans les 
travaux de A. Maximow [5]. Cette transformation a été par la suite 
utilisée par de Haahn [6] et son école [7] pour l’obtention in vitro, 
‘ partir d’exsudat péritonéal artificiel de lapin, de cultures cellulaires 
évoluant vers la forme de fibroblastes. 

En ce qui concerne |’utilisation de cellules d’exsudat péritonéal pour 
la culture de virus, différents auteurs s’adressaient surtout a des 
tumeurs ascitiques en réalisant la culture de virus le plus souvent dans 
le péritoine méme de l’animal [8, 9, 10], et plus rarement in vitro [44]. 
Rappelons aussi que Douglas, Smith et Price [42] et par la suite 
Borrel [43] ont démontré il y a longtemps la possibilité de culture 
d’un virus (la vaccine) dans l’exsudat péritonéal d’un lapin normal 
in loco. Plus récemment, A. Zuckerman [44] a obtenu a l’aide d’une 
technique similaire A celle que nous utilisons, mais 4 l’aide d’injections 
dhuile de paraffine que nous avons trouvées moins favorables, des 
cultures de cellules d’exsudat péritonéal de rat et les a utilisées avec 
succés pour la culture in vitro des protozoaires parasilaires (Trypano- 
soma cruzi). Sutter utilise le méme genre de cultures pour |’expérimen- 
tation in vitro sur infection tuberculeuse [45] 

Le procédé que nous décrivons présente, pensons-nous, un intérét 
considérable pour la culture in vilro des virus en offrant une source 
constante et en principe intarissable de matériel cellulaire sensible 
aux virus. Ce matériel peut provenir, si les conditions de l’expérience 
Vexigent, d’un seul individu dont l’état physiologique et immunolo- 
giqgue peut étre déterminé et modifié A volonté et avec précision. 
L’extension de cette technique a d'autres espéces que le lapin et 
i d’autres virus est actuellement aA l'étude. 
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(A. suivre.) 


AVIS 


Le Dixiéme Congrés International d’Entomologie aura lieu 4 Montréal 
du 17 au 25 aotit 1956. Pour tous renseignements, s’adresser au Secré- 
taire du Congrés, Monsieur J. A. Downes, Division of Entomology, 
Science Service Building, Ottawa, Ontario, Canada. 


LIVRES REGUS 


Arbeilen aus dem Paul-Ehrlich-Institut, dem Georg-Speyer-Haus und 
dem Ferdinand-Blum-Institut zu Frankfurt a. M. Heft 51. 
Zum 100. Geburtstage Paul Ehrlichs und zum Wiederaufbau 
des Paul-Ehrlich-Instituts. 1 vol. 223 p., 35 fig., Gustav Iischer 
édit., Stuttgart, 1954. 


L’Institut Paul Ehrlich de Francfort a été détruit presque entic- 
rement en une seule journée, le 22 mars 1944. Dix ans a peine aprés 
cette destruction, il était réédifié et de nouveau en état de fonc- 
tionner en tant qu’Institut de recherches scientifiques. Cette recons- 
truction a coincidé avec le centenaire de la naissance d’Ehrlich et 
c’est pour célébrer ces deux événements que le présent volume a été 
publié. 11 comprend dix articles, traitant de divers problémes de bacté- 
riologie ou de sérologie : théories diverses de l’immunité qui ont été 
successivement proposées, vaccins anti-diphtérique et anti-tétanique, 
affections 4 streptocoques, A bacille tuberculeux, culture du virus de 
Newcastle dans l’ccuf embryonné, réle des animaux d’expérience, pro- 
blémes de thérapeutique dans le cancer, etc. Ces articles sont rédigés 
par Butenandt, Christ, Giinther, Linder, Pedal, Prigge, Schafer, 


Siegert et coll., Wagner et Saar. 
Ist, it 
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Origin of resistance to toxic agents. 1 vol., 471 p., Academic Press Inc. 
édit., New-York, 1955. 


Ce Symposium, qui s’est tenu 4 Washington du 25 au 27 mars 1954 
sous la direction de M. G. Sevag, R. D. Reid et O. E. Reynold, est 
lceuvre d’un trés grand nombre de collaborateurs. Il est divisé en 
cing parties : I. Résistance aux agents microbicides. II. Résistance aux 
herbicides et insecticides. Ill. Tolérance, toxzicomanies, alcoolisme. 
IV. Facteurs de résistance, agents infectieux et cellules cancéreuses. 
V. Les points de vue physiologique, chimique et génétique. A la suite 
de chacune des parties sont publiées les discussions qui ont accom- 
pagné Jes diverses communications. Ce Symposium reprend la ques- 
tion de la résistance aux agents toxiques, aux médicaments, aux anti- 
biotiques. Il montre que les explications qui en ont été données jus- 
qu’ici, et en partculier l’adaptation ou les mutations, sont loin d’étre 
satisfaisantes. Peut-étre y aurait-il lieu, comme l’expose C. P. Martin 
dans son article sur « Les théories de |’évolution », de reconsidérer la 
notion d’hérédité, en lui donnant un sens beaucoup plus nuancé qu'on 
ne l’a fait jusqu’ici. 

Hele 


L. Négre et J. Bretey. — Les bacilles de Koch incomplétement évolués 
dans l’infection tuberculeuse. 1 vol. 91 p., Masson et Ci*, édit., 
Paris, 1955. Prix : 750 fr. 


Calmette et Valtis, en filtrant sur bougie sous une pression élevée 
de mercure, des produits tuberculeux avaient obtenu une infection du 
cobaye d’un type assez particulier, caractérisée par l’absence de toute 
lésion viscérale nodulaire et se traduisant seulement par l’apparition 
d'une allergie transitoire accompagnée d’une hypertrophie également 
passagére des ganglions non caséeux. Ils avaient pensé que cette affec- 
tion était due & une forme filtrable du B. K. Les travaux des auteurs 
montrent qu’elle doit étre attribuée, non pas & un ultravirus tubercu- 
leux, mais a des formes incomplétement évoluées du B. K., c’est-a- 
dire 4 des bacilles tuberculeux jeunes qui traversent les filtres quand 
la pression dépasse 50 cm de mercure. Les auteurs ont étudié de facon 
approfondie infection du cobaye par cette forme de B.K. Chez 
Vhomme, ces bacilles incomplétement évolués, outre leur faible viru- 
lence présentent quelques caractéres spéciaux: absence d’acido-résis- 
lance, sensibilité aux acides et trés faible teneur en lipides. Ils 
paraissent se former en premier lieu dans le sang et doivent provenir 
de quelques germes introduits dans l’organisme par une _ infection 
exogene ou de quelques bacilles vivant & 1’état latent dans un gan- 
glion ou dans un organe. Au moment de la primo-infection, ils pré- 
cédent dans le sang les bacilles virulents. Au cours de l’infection, on 
peut déceler leur présence dans le systéme circulatoire pendant la 
période ot on ne trouve pas de bacilles virulents. Leur réle dans la 
dissémination des germes dans les divers organes semble donc tout 
aussi important que celui des bacilles virulents. Dans ces organes, ils 
trouvent des conditions favorables 4 leur développement, surtout dans 
ceux qui, comme le poumon, ont une teneur élevée en lipides. Ts 
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pourraient, chez les femmes en gestation présentant des lésions tuber- 
culeuses évolutives, traverser le placenta et, par la circulation foetale, 
se fixer dans les ganglions mésentériques du_ foetus, d’ot ils sont, 
dans Ja plupart des cas, éliminés, la transmission héréditaire de la 
luberculose étant excessivement rare. 

Cette notion nouvelle éclaire également le mécanisme de la vacci- 
nation par le BCG, qui agirait en ralentissant la transformation de ces 


germes en germes virulents. fat, dt 
S. Winkle. — Mikrobiologische und serologische Diagnostik, mit 


Berticksichtigung der Pathogenese und Epidemiologie. 1  vol., 
320 p., 276 fig., Gustav Fischer, édit., Stuttgart, 1955. Prix . 
78 DM. 


' La premiére édition de cet ouvrage, parue en 1945, avait été épuisée 
en quelques mois, et les événements avaient jusqu’ici empéché la paru- 
tion d’une seconde édition. Le volume est avant tout destiné ad éviter 
aux bactériologistes la perte de temps qu’entrainerait la recherche des 
différentes techniques éparses dans de nombreux manuels ou _ pério- 
diques ; mais il sera également utile aux médecins praticiens et aux 
épidémiologistes. La description de toutes les méthodes bactériologiques 
et sérologiques est accompagnée de nombreuses figures (souvent en 
couleurs) et de nombreux tableaux, qui en facilitent la compréhension 
et Vusage. Le plan général de l’ouvrage est resté celui de la premicre 
édition, mais plusieurs chapitres y ont été ajoutés et le point de vue 
épidémiologique particuliérement souligné. Aprés une premiere partie 
consacrée a des généralités, sont étudiées les questions de bactériologie, 
protozoologie, mycologie, virologic, helminthologie, les techniques 
d’examen des eaux et des aliments, les méthodes de désinfection, 
l’épreuve des antibiotiques et autres substances chimiothérapiques. 
D°’autres chapitres traitent des groupes sanguins, de l’hématologie, 
des vaccins, antigénes et sérums, des différentes questions concernant 
les milieux de culture et méthodes de coloration, de Vhygiéne. Une 
table analytique trés détaillée permet de retrouver facilement le sujet 
cherché, tal, “lls 


Z. M. Bacq, J. Cheymol, M.-J. Dallemagne, R. Hazard, J. La Barre, 
J.-J. Reuse et M. Welsch. — Pharmacodynamie biochimique. 
1 vol., 1028 p., 108 fig., Masson et C®, édit., Paris, 1954. Prix : 
broché, 6 000 fr. ; cartonné, 6 600 fr. 


Il s’agit d’un véritable traité de « pharmacodynamie biochimique », 
pour lequel on a fait appel a des spécialistes francais et belges. 
L’ouvrage présente un vaste ensemble des connaissances actuelles sur 
les médicaments naturels et de synthése, les vitamines, les hormones, 
les antibiotiques. Pour chaque chapitre, les auteurs ont donné la 
description précise de la nature chimique des médicaments et de leur 
métabolisme dans l’organisme, ainsi que de leur mode d’action. Une 
importante documentation a été réunie concernant certaines questions : 
radiologic, anesthésie, ophtalmologie, dermatologie. Ce traité est divisé 
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en deux parties: pharmacodynamie générale (voies d’introduction, 
distribution ect diffusion des substances chimiques dans l’organisme, 
réaction de Vorganisme, excrétion des substances chimiques), et phar- 
macodynamie spéciale (pharmacodynamie dans le domaine du systeme 
nerveux autonome, sensibilisateurs aux ions potassium, histamine et 
antihistaminiques, hormones, vitamines, anions et cations, chimiothé- 
rapie, loxiques utilisés pour la lutte contre les insecles et les rongeurs). 
L’ouvrage s’adresse non seulement aux pharmacologues et aux biochi- 
mistes, mais A tous les médecins qui désirent connaitre les fondements 
de la thérapeutique moderne. Un index des matiéres, trés détaillé, 
permet de retrouver aisément les questions traitées. Li facil be 


P. Hartmann. — Die Cytologie des Bronchialsekretes. 1 vol., 110 p., 
68 fig. dont plusieurs en couleurs. Georg Thieme Verlag, édit., 
Stuttgart, 1955. Prix : 24 DM. 


Les recherches de l’auteur ont porté sur 695 malades et il a étudié 
716 échantillons de sécrétions bronchiques provenant de cancers ou de 
maladies pulmonaires non cancéreuses (bronchiectasie, pneumonie 
chronique, tuberculose pulmonaire, etc.). Il décrit de facon détaillée 
les cellules trouvées dans les différents cas (et cette partie de l’ouvrage 
est abondamment illustrée), les techniques de fixation et de coloration 
qu’il a utilisées ct discute la valeur des résultats obtenus pour le dia- 
enostic des diverses affections du poumon. L’ouvrage comporte une 
importante bibliographie. Hog. 


S. P. Bedson, A. W. Downie, F. 0. MacCallum et C.H. Stuart-Harris 
— Virus and rickettsial diseases. 2° édition. 1 vol., 407 p., 
fdward Arnold, édit., Londres, 1955. Prix : 30 shillings. 


Les progrés rapides réalisés dans le domaine des virus ont rendu 
nécessaire une nouvelle édition de cet ouvrage, dont la premiére ne 
remontait cependant qu’a 1950. Le chapitre sur la poliomyélite a été 
entiérement rédigé de nouveau ; des chapitres sur l’encéphalite de 1a 
vallée de la Murray, la Coxsackie ont été ajoutés ou considérablement 
développés, de méme que celui de la chimiothérapie. En revanche, on 
a renoncé a traiter le bactériophage, auquel il faudrait maintenant 
consacrer un ouvrage entier. Ce livre s’adresse & la fois au clinicien, 
i ’épidémiologiste et au travailleur de laboratoire et présente d’une 
fagon condensée et claire l’essentiel de chacune des questions traitées. 
Une table analytique détaillée en facilite lusage. (nh 4k. 


B. A. Fry. — The nitrogen metabolism of microorganisms. 1 vol. 166 De, 
Methuen and C°, Londres, John Wiley and sons, New-York, édit., 
1955, Prix 9shw 6. de 


Cette nouvelle monographie vient enrichir cette collection traitant 
de sujets de biochimie. Comme les précédentes, elle s’adresse aux 
étudiants et leur présente, condensées, les diverses connaissances indis- 
pensables sur la question. Elle traite du cycle de l’azote et en analyse 
les différents stades. L’accent est mis sur les mécanismes de synthése 
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par les microorganismes, particuliérement la synthése des protéines et 
le réle, dans le métabolisme, des acides nucléiques. Les autres cha- 
pitres concernent le catabolisme des acides aminés, la nitrification, la 
dénitrification, la fixation de l’azote, la synthése des acides aminés et 
Vabsorption de ces acides aminés par les microorganismes, les enzymes 
protéolytiques, le mode d’action des agents chimiothérapiques. Une 
bibliographie faite suite & chaque chapitre. [Blo dhe 


A. Policard. — Le poumon. Structures et mécanismes a Vélat normal 
el pathologique. 2° édition. 1 vol., 263 p., Masson, édit., Paris, 
1955. Prix: 1 500: fr. 


Il s’agit de la seconde édition de cet ouvrage, dont la premiére avait 
paru en 1939. Depuis cette date, des faits nouveaux ont obligé a 
remanier profondément certains chapitres et A en ajouter d’autres. 
S’adressant 4 la fois au biologiste et au médecin, le volume étudie la 
physiologie normale du poumon et sa pathologie. Il est divisé en deux 
parties: « Le parenchyme alvéolaire » et « Les formations broncho- 
vasculaires et le squelette fibreux du poumon ». Tl comprend un index 
bibliographique assez important et une table analytique des matiéres. 

el, es 


C. J. Hackett, J. J. C. Buckley et F. Murgatroyd. — Manual of helmin- 
thology. 1 vol., 330 p., 40 fig., Cassell and C°, édit., Londres, 1954. 
Prixes Seshw Gude : 


Ce livre s’adresse surtout au médecin et au chercheur  travaillant 
sous les tropiques et il a pour but de leur présenter d’une facon aussi 
concise que possible tous les éléments nécessaires 4 leur travail sur le 
terrain. I] passe successivement en revue les différentes espéces d’Hel- 
minthes : Trématodes, Cestodes, Nématodes, décrivant ainsi une tren- 
laine de parasites, leur morphologie, leur cycle vital, les maladies 
qu’ils provoquent chez Vhomme, le diagnostic clinique et de labora- 
loire, le traitement, la prophylaxic. Il étudie également les hédtes inter- 
médiaires dont la liste et la représentation graphique sont données. 
IL comporte d’ailleurs de nombreuses illustrations auxquelles un soin 
particulier a été apporté et qui montrent les caractéres différentiels 
permettant d’identifier chaque parasite. lala Jb 


H. Bonnet et A. Névot. — Travaux pratiques de baclériologie. 4° édi- 
tion. 1 vol., 210 p., 77 fig., 6 pl. en couleurs. Masson et Ci’, édit., 
Paris, 1955. Prix : 960 fr. 


Il s’agit de la quatriéme édition de ce Manuel, aujourd’hui bien 
connu et apprécié. Le plan général de l’ouvrage est resté le méme, 
mais certains chapitres, celui de la sérologie notamment, ont été 
réduits au profit d’autres rubriques, en particulier la question des 
antibiotiques et de la sensibilité des bactéries a ces antibiotiques. 
L’ouvrage est abondamment illustré. Il sera précieux aux étudiants 


en médecine et les aidera beaucoup dans leurs travaux pratiques. 
Ja a 
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J. A. Lovern. — The chemistry of lipids of biochemical significance. 
1 vol., 132 p., Methuen and C°, Londres, John Wiley and sons, 
New-York, édit., 1954. Prix : 8 sh. 6 d. 


Ce petit livre, le sixiéme de la série de ces Monographies, étudie 
non seulement la chimie des lipides et leur structure, mais les 
complexes lipides-protéines, les transformations des lipides dans les 
tissus et les fonctions de ces lipides, toutes questions envisagees du 
point de vue chimique plutét que du point de vue physiologique. Un 
chapitre spécial est consacré aux techniques de préparation et d’ana- 
lyse et réunit de nombreux détails épars dans la littérature et qui 
seraient souvent difficiles 4’ retrouver. Comme pour les autres volumes 
de la collection, une bibliographie accompagne chacun des rea 

els 
R. V. Rajam et P. N. Rangiah. — La donovanose (granulome inguinal, 
granuloma venereum). OMS, Série de Monographies n° 24 (1955), 
78 p., 88 fig. hors texte. Prix : Fr. fr., 480 ; Fr. s., 6,-- ; 10 sh. ou 
$ 1,50. Dépositaire pour la France, Librairie Masson et C*, 
120, boulevard Saint-Germain, Paris. 


Cette publication, qui passe en revue les observations faites par tous 
les précédents auteurs dans ce domaine, est la premiére monographie 
d’ensemble sur la donovanose. Longtemps confondue avec la maladie 
de Nicolas et Favre (lymphogranulomatose inguinale), elle est mainte- 
nant bien individualisée et lon connait les corpuscules intracellulaires 
qui la caractérisent. L’introduction des antibiotiques permet heureu- 
sement actuellement un traitement efficace dans les cas dont le dia- 
gnostic a été suffisamment précoce. lag te 


Problémes de structures, d’ultraslructures et de fonctions cellulaires, 
publiés sous la direction de J. André-Thomas. 1 vol., 358 p. 
Masson et C®, édit., Paris, 1955. Prix : 3 000 fr. 

L’ouvrage réunit les conférences qui ont été faites 4 la Sorbonne du 
8 mars au 7 avril 1954. Il comprend les exposés suivants : La crois- 
sance des cristaux el Vassimilation, par J. Barraud. Conceptions récentes 
des mécanismes enzymatiques, par R. Wurmser. La forme de la molé- 
cule d’acide désoxyribonucléique, par L. R. Rey. Structure et perméa- 
bilité de la membrane cellulaire, par D. G. Dervichian. Adhésivité 
cellulaire et morphogénése, par Ch. Devillers. Les jonctions inter- 
tissulaires, par R. Couteaux. Ultrastructures et fonctions du neurone, 
par A. Fessard. L’ultrastructure de la cellule cancéreuse, par Ch. 
Oberling. Survie des spermatozoides et conservation du pouvoir fécon- 
dant, par QC. Thibault. Retentissement histologique 4 distance de 
lésions limitées du sympathique périphérique, par R. Coujard. 
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